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Καεδβδηέξ άααα Υνζζημθμνίδδ ηαζ Δοάββεθμ Κςθέηηα, ζηδκ ηνίζδ ηςκ μπμίςκ 

οπμαάθθεηαζ αοηή δ δζαηνζαή εοπανζζηχ εενιά βζα ηδ δζάεεζδ ημο πμθφηζιμο πνυκμο 

ημοξ. 

Αλζμζδιείςηεξ, ζημ ζδιείμ αοηυ, είκαζ μζ εηήζζεξ ζοκακηήζεζξ ιε ηα οπυθμζπα ιέθδ 
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Πνμζςπζηυ ημο ενβαζηδνίμο Πνςηεσκζηήξ Υδιείαξ, οπεφεοκδ βζα ημκ θαζιαημβνάθμ 

ιάγαξ ηαζ ηδ δζελαβςβή ηςκ πεζναιάηςκ πνςηεμιζηήξ ακάθοζδξ. ηάεδηε δίπθα ιμο 

άβνοπκμξ θνμονυξ ηδξ βκχζδξ ηαζ ιε αζηείνεοηδ οπμιμκή ηαζ αβάπδ δζεοηυθοκε ηδκ 

ηαεδιενζκυηδηά ιμο. 

Δοπανζζηχ, επίζδξ, ηα οπυθμζπα ιέθδ ημο ενβαζηδνίμο – οπμρήθζμοξ δζδάηημνεξ ηαζ 

ιεηαδζδαηημνζημφξ ενεοκδηέξ – βζα ηδ ζοκενβαζία ημοξ ηαεχξ ηαζ ημοξ ενεοκδηέξ 

ημο Κέκηνμο βζα ηδκ πμθφηζιδ αμήεεζά ημοξ ηαζ ηζξ πνήζζιεξ ζοιαμοθέξ ηαζ 

παναηδνήζεζξ ημοξ. Σα ηεθεοηαία δφμ πνυκζα ζδζαίηενδ ήηακ δ ζοιαμθή ηδξ Γν. 

Βαζζθζηήξ Κςζημφνμο ζηδκ πεζναιαηζηή μθμηθήνςζδ ηδξ δζαηνζαήξ ιμο ηαζ ηδκ 

εοπανζζηχ εενιά. 



 

Έκα ιεβάθμ εοπανζζηχ, εέθς κα εηθνάζς, ηαζ βζα ακενχπμοξ πμο ανίζημκηαζ πμθθά 

πνυκζα ζηδ γςή ιμο ηαζ δείπκμοκ ηαηακυδζδ ηαζ απμδμπή ζε ηάεε ιμο απυθαζδ. 

Δίκαζ μζ θίθμζ ηαζ ημοιπάνμζ ιμο, Γθφηα ηαζ Υάνδξ, ηαζ δ ιζηνμφθα Άκκα πμο ημκ 

ηεθεοηαίμ πνυκμ ιμο πνυζθενακ ιζα γεζηή αβηαθζά ηαζ έκα δνμζενυ ζπίηζ, υπμο 

βνάθηδηε ιένμξ ηδξ δζαηνζαήξ αοηήξ ημ ηαθμηαίνζ ημο 2010 ζηδ Λάνζζα. Δίκαζ δ 

Γςβχ ηαζ μ Αθέλακδνμξ πμο ζηήνζλακ δεζηά ηδκ πνμζπάεεζά ιμο, δ Γεςνβία ηαζ δ 

Αθηιήκδ πμο άημοζακ ημοξ πνμαθδιαηζζιμφξ ιμο ηαζ ιμο έδςζακ ηζξ ηαηάθθδθεξ 

ζοιαμοθέξ ηδ ζηζβιή πμο πνεζάζηδηε. Δίκαζ ηαζ μζ αδενθέξ ιμο, Βάζς ηαζ Δζνήκδ, 

πμο ακαγδημφζακ ηνυπμοξ κα ιε λεημονάζμοκ. 

Πάκηα, υιςξ, εα εοβκςιμκχ ημοξ βμκείξ ιμο, Βαζίθδ ηαζ Μανζάκεδ, μζ μπμίμζ 

ζηδνίγμοκ ιε πμθθή αβάπδ ηαζ πίζηδ ηζξ απμθάζεζξ ιμο, αηυιδ ηαζ ακ ένπμκηαζ ζε 

ζφβηνμοζδ ιε ηα υκεζνά ημοξ βζα ιέκα. Βζχκμοκ ιαγί ιμο ηα άβπδ ηαζ ηζξ αβςκίεξ 

ιμο ηαζ πανυθμ πμο πμθθέξ θμνέξ δεκ ηαηαθαααίκμοκ ημ βζαηί, είκαζ δίπθα ιμο ιε 

οπμιμκή ηαζ πνμζπαεμφκ, απμηεθεζιαηζηά ηζξ πενζζζυηενεξ θμνέξ, κα ηα 

λεπενάζμοιε. Ζ θάιρδ ζηα ιάηζα ημοξ, ηδ ζηζβιή ηδξ επζηοπίαξ, είκαζ δ ιεβαθφηενδ 

ακηαιμζαή υθςκ ηςκ ηυπςκ. 

    

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Όταν τα «ΘΕΛΩ...» και «ΔΕΝ ΘΕΛΩ...» 
κάνουν τα όνειρα παραγματικότητα και 

την πραγματικότητα όνειρο 
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1.1 ΣΟ ΠΑΥΤ ΔΝΣΔΡΟ Χ ΜΟΝΣΔΛΟ ΓΗΑ ΣΖ ΜΔΛΔΣΖ ΣΟΤ ΡΟΛΟΤ 

ΣΧΝ RAS ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ ΣΟΝ ΑΝΘΡΧΠΗΝΟ ΚΑΡΚΗΝΟ 

 

Ο ηανηίκμξ ημο παπέμξ εκηένμο (ΚΠΔ) είκαζ δ ηνίηδ αζηία εακάημο ζε πενζζηαηζηά 

ηανηίκμο παβημζιίςξ, αημθμοεχκηαξ ημοξ θοθμ-εζδζημφξ ηανηίκμοξ (πνμζηάηδ ηαζ 

ιαζημφ) ηαζ ημκ ηανηίκμ ημο πκεφιμκα [9]. Δηηυξ απυ ηδ ζδιαζία ημο βζα ηδ 

δδιυζζα οβεία, μ ΚΠΔ είκαζ έκα εθηοζηζηυ ιμκηέθμ βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ ιμνζαηήξ 

αάζδξ ημο ηοηηανζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαζ ηδξ ελέθζλδξ ηδξ μβημβέκεζδξ ελαζηίαξ 

(α) ηςκ επζεδθζαηχκ ηαηααμθχκ ημο, (α) ηδξ δζαεεζζιυηδηαξ δεζβιάηςκ αζεεκχκ απυ 

επειααηζηέξ δζαδζηαζίεξ, υπςξ δ ημθμκμζηυπδζδ, ηα μπμία μδήβδζακ ζηδ εειεθίςζδ 

ηαζ ημκ εηηεκή παναηηδνζζιυ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ ΚΠΔ ηαζ (β) ηδξ ζπεηζηά ζαθμφξ 

δμιήξ ημο ζζημφ πμο επζηνέπεζ ηδκ ηαηακυδζδ ηδξ θοζζηήξ ακάπηολήξ ημο. Γζα ημοξ 

θυβμοξ αοημφξ, δ βεκεηζηή αάζδ ηδξ κυζμο έπεζ ιεθεηδεεί ηαζ ηαηακμδεεί ζε ιεβάθμ 

ααειυ.  

Ζ ζπεηζηή εοημθία ζε πνυζααζδ δεζβιάηςκ αζεεκχκ επέηνερε ζημοξ ενεοκδηέξ κα 

ζπδιαηίζμοκ έκα ιμκηέθμ ζηαδζαηήξ ελέθζλδξ απυ οπενπθαζηζηυ επζεήθζμ ζε 

αδέκςια ηαζ ζε ηανηίκςια ηαζ κα αλζμθμβήζμοκ ηζξ βεκεηζηέξ αθθαβέξ ζηα 

εκδζάιεζα ζηάδζα. Τπάνπεζ ιζα λεηάεανδ βεκεηζηή πνυμδμξ, δ μπμία ζπεηίγεηαζ ιε 

ηδκ πνυμδμ ηδξ κυζμο [5] (εηθόλα Δ1). 

 

 

 

Δικόνα Δ1: Γελεηηθφ κνληέιν ηεο θαξθηλνγέλεζεο ηνπ παρένο εληέξνπ [5]. Μεηαιιάμεηο 

ζηα γνλίδηα ηνπ APC, ηεο β-θαηελίλεο θαη ηεο axin είλαη απαξαίηεηα γηα ηελ έλαξμε ηεο 

θαξθηλνγέλεζεο. Γηαδνρηθή πξφνδνο επέξρεηαη κε γελνκηθή αζηάζεηα θαη κεηαιιάμεηο 

ζηα γνλίδηα KRAS, Smad4, p53 θαη άιια άγλσζηα γνλίδηα 
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Σμ ακενχπζκμ έκηενμ είκαζ μνβακςιέκμ ζε δζαηνζημφξ θεζημονβζημφξ επζεδθζαημφξ 

αδέκεξ, βκςζημφξ ςξ ηνφπηεξ ημο Lieberkühn. Καηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ακάπηολδξ, ιζα 

ζοκεπήξ επζεδθζαηή ιμκμζηζαάδα εβημθπχκεηαζ βζα κα δδιζμονβήζεζ ηζξ δμιέξ αοηέξ. 

Κάεε ηνφπηδ πνμένπεηαζ απυ έκα ανπέβμκμ ηφηηανμ, ημ μπμίμ πζζηεφεηαζ υηζ 

ανίζηεηαζ ζηδ αάζδ ηδξ ηνφπηδξ ηαζ είκαζ οπεφεοκμ βζα ηδκ ακαπθήνςζδ ημο 

επζεδθζαημφ πθδεοζιμφ πμο επεκδφεζ ηδ δμιή αοηή [10]. Έπεζ δεζπεεί υηζ μ 

ηοηηανζηυξ πμθθαπθαζζαζιυξ ζε ιζα δεδμιέκδ ηνφπηδ ζοιααίκεζ ζηα ηεθεοηαία 5-10 

ηφηηανα ηαηά ιήημξ ημο άλμκα ηδξ ηνφπηδξ. Καεχξ ηα ηφηηανα ιεηακαζηεφμοκ 

ιέζς αοηήξ ηδξ πενζμπήξ, επζθεηηζηά ζοκζζημφκ έκακ ζηζβιζαίμ πμθθαπθαζζαζηζηυ 

πθδεοζιυ οπεφεοκμ βζα ηδκ ακάπηολδ ηάεε ηνφπηδξ. Δπζπθέμκ, ηαηά ιήημξ ημο 

άλμκα ηδξ ηνφπηδξ, ηα ηφηηανα ανπίγμοκ κα δζαθμνμπμζμφκηαζ ζε ημοθάπζζημκ έκα 

απυ ηα ηνία είδδ ηοηηάνςκ (αθεκκμεηηνζηζηά ηφηηανα, εκδμηνζκζηά ηφηηανα ηαζ 

εκηενμηφηηανα) ηαζ ζοκεπχξ πάκμοκ ηδκ πμθθαπθαζζαζηζηή ημοξ δοκαηυηδηα (εηθόλα 

Δ2).  

 

 

 

 

Δικόνα Δ2: (Α) ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο νξγάλσζεο ησλ θξππηψλ Lieberkuhn (Β) 

Αλνζντζηνρεκηθή αλίρλεπζε ηεζζάξσλ βαζηθψλ θπηηαξηθψλ εηδψλ (κε βέιε): 

απνξξνθεηηθά θχηηαξα (ρξψζε κε αιθαιηθή θσζθαηάζε), βιελλνεθθξηηηθά θχηηαξα 

(ρξψζε θαηά Schiff), ελδνθξηληθά θχηηαξα (ρξψζε κε synaptophysin) θαη θχηηαξα 

Paneth (ρξψζε κε ιπζνδχκε) [8]. 
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Σμ ενχηδια ζε πμζμ ζδιείμ ηαηά ιήημξ ημο άλμκα ηα ηφηηανα ιεηαζπδιαηίγμκηαζ 

ηαζ λεηζκμφκ ιζα κεμπθαζηζηή αθθμίςζδ είκαζ ημ ακηζηείιεκμ πμθθχκ ενεοκχκ ηαζ 

ιέκεζ αηυιδ ακαπάκηδημ. Ζ πςνμπνμκζηή αθθδθμοπία αοηχκ ηςκ δζαδζηαζζχκ, δ 

δζαηνζηζηή ζζημθμβζηή εζηυκα ηδξ ηνφπηδξ, δ βνήβμνδ ηζκδηζηή αοημφ ημο πθδεοζιμφ 

ηαζ δ ζοπκυηδηα ηςκ κεμπθαζηζηχκ βεβμκυηςκ ζοκδοάγμκηαζ βζα κα ηάκμοκ ημ 

εκηενζηυ επζεήθζμ έκα πνήζζιμ ιμκηέθμ υπμο ιπμνμφκ κα ζοζπεηζζεμφκ μζ ιμνζαηέξ 

αζμθμβζηέξ αθθαβέξ ιε αθθαβέξ ζηδ ιμνθμθμβία ημο ζζημφ, ημκ πμθθαπθαζζαζιυ, ηδκ 

πζεακή ζοιαμθή ημο ζηνχιαημξ, ηδ δζαθμνμπμίδζδ ηαζ ηδκ πνυμδμ ηδξ κυζμο. 

 

1.2 ΜΟΡΗΑΚΖ ΒΑΖ ΣΟΤ ΚΑΡΚΗΝΟΤ ΣΟΤ ΠΑΥΔΟ ΔΝΣΔΡΟΤ 

 

Ζ ηθζκζηή ζοιπενζθμνά ημο ΚΠΔ, υπςξ πνμακαθένεδηε, πνμηφπηεζ απυ 

αθθδθεπζδνάζεζξ ζε πμθθά επίπεδα. ηυπμξ είκαζ δ ηαηακυδζδ ηδξ ιμνζαηήξ αάζδξ 

ηδξ ελαημιζηεοιέκδξ εοπάεεζαξ ζημκ ΚΠΔ ηαζ μ ηαεμνζζιυξ ηςκ παναβυκηςκ πμο 

λεηζκμφκ ηδκ ακάπηολδ ημο υβημο, ηαεμδδβμφκ ηδκ ελέθζλή ημο ηαζ επδνεάγμοκ ηδκ 

απυηνζζή ημο ή ηδκ ακεεηηζηυηδηά ημο ζε ακηζηανηζκζημφξ πανάβμκηεξ. Όζμζ απυ 

ημοξ πανάβμκηεξ αοημφξ είκαζ βκςζημί ιέπνζ ζήιενα πανμοζζάγμκηαζ ζοκμπηζηά ζηδκ 

εηθόλα Δ3 ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ πνυμδμ ηδξ κυζμο ηαζ πενζβνάθμκηαζ ακαθοηζηά 

παναηάης. 

 

1.2.1 ΓΔΝΟΜΗΚΖ ΑΣΑΘΔΗΑ  

 

Ζ απχθεζα ηδξ βεκμιζηήξ ζηαεενυηδηαξ ιπμνεί κα ηαεμδδβήζεζ ηδκ ακάπηολδ ημο 

ΚΠΔ ιε ηδ δζεοηυθοκζδ ηδξ απυηηδζδξ πμθθαπθχκ ιεηαθθάλεςκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε 

ημκ υβημ. 

 

1.2.1.1 Υξσκνζσκηθή αζηάζεηα  

 

Ζ πζμ ημζκή ιμνθή βεκμιζηήξ αζηάεεζαξ ζημκ ΚΠΔ είκαζ δ πνςιμζςιζηή αζηάεεζα, δ 

μπμία πνμηαθεί πμθοάνζειεξ αθθαβέξ ζημκ ανζειυ ηςκ ακηζβνάθςκ ηςκ 
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Δικόνα Δ3: Γνλίδηα θαη κνλνπάηηα πνπ ελεξγνπνηνχληαη απφ απμεηηθνχο παξάγνληεο 

θαη θαηεπζχλνπλ ηελ εμέιημε ζηνλ ΚΠΔ [6]. 

ηελ εμέιημε ηνπ ΚΠΔ, νη γελεηηθέο κεηαβνιέο αθνξνχλ γνλίδηα πνπ θαίλνληαη ζηελ 

θνξπθή ηνπ δηαγξάκκαηνο. Σν κνλνπάηη ηεο κηθξνδνξπθνξηθήο αζηάζεηαο 

ελεξγνπνηείηαη απφ κία κεηάιιαμε ζε γνλίδην δηφξζσζεο ηεο δεκηνπξγίαο 

αληηθαλνληθνχ δεχγνπο βάζεσλ (mismatch repair gene) ή ζηελ έθηξνπε κεζπιίσζε ηνπ 

MLH1 θαη ζρεηίδεηαη κε κεηαιιάμεηο ζηα γνλίδηα TGFBR1 θαη BAX. Ζ έθηξνπε 

κεζπιίσζε ηνπ MLH1 θαη νη κεηαιιάμεηο ζην BRAF ζρεηίδνληαη κε ην κνλνπάηη ηνπ 

αδελψκαηνο. Σν εξσηεκαηηθφ δειψλεη φηη γελεηηθέο ή επηγελεηηθέο αιιαγέο εηδηθέο γηα 

ηελ κεηαζηαηηθή έθβαζε δελ έρνπλ ηαπηνπνηεζεί. Σα θχξηα κνλνπάηηα ησλ απμεηηθψλ 

παξαγφλησλ πνπ κεηαβάιινληαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο λενπιαζίαο θαίλνληαη ζηε βάζε 

ηνπ δηαγξάκκαηνο. 

πνςιμζςιάηςκ ηαζ ηδ δμιή ημοξ [11]. Ζ πνςιμζςιζηή αζηάεεζα είκαζ έκαξ 

απμηεθεζιαηζηυξ ιδπακζζιυξ βζα ηδκ πνυηθδζδ ηδξ απχθεζαξ εκυξ αβνίμο ηφπμο 

ακηίβναθμο εκυξ μβημηαηαζηαθηζημφ βμκζδίμο, υπςξ είκαζ ημ APC, ημ TP53 ηαζ ημ 

ιέθμξ 4 ηδξ μζημβέκεζαξ SMAD (SMAD4), ηςκ μπμίςκ δ θοζζμθμβζηή θεζημονβία 

ακηαβςκίγεηαζ ημκ ηαημήεδ θαζκυηοπμ. ημκ ΚΠΔ, οπάνπμοκ πμθοάνζειεξ ζπάκζεξ 

ιεηαθθάλεζξ απεκενβμπμίδζδξ βμκζδίςκ ηςκ μπμίςκ μ νυθμξ είκαζ κα δζαηδνμφκ ηδ 

πνςιμζςιζηή ζηαεενυηδηα ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ ακηζβναθήξ ημο DNA ηαζ 

ζοζζςνεοηζηά, μζ ιεηαθθάλεζξ αοηέξ ελδβμφκ ηδ πνςιμζςιζηή αζηάεεζα ζε ηέημζμοξ 

υβημοξ [12]. ε ακηίεεζδ ιε ηάπμζμοξ άθθμοξ ηανηίκμοξ, μ ΚΠΔ δεκ 

ζοιπενζθαιαάκεζ ζοκήεςξ πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ ακηζβνάθςκ ηςκ βμκζδίςκ [13] ή 

ακαδζάηαλδ βμκζδίςκ. 
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1.2.1.2 Αηέιεηεο ζηελ επηδηφξζσζε ηνπ DNA 

 

ε ιζα οπμμιάδα αζεεκχκ ιε ΚΠΔ, οπάνπεζ απεκενβμπμίδζδ βμκζδίςκ πμο 

απαζημφκηαζ βζα ηδκ επζδζυνεςζδ ηδξ δδιζμονβίαξ ακηζηακμκζηχκ γεοβχκ αάζεςκ ημο 

DNA (mismatch-repair genes). Ζ απεκενβμπμίδζδ ηςκ βμκζδίςκ αοηχκ ιπμνεί κα 

είκαζ ηθδνμκμιζηή, υπςξ ζημκ ηθδνμκμιζηυ ιδ πμθοπμεζδή ηανηίκμ ημο παπέμξ 

εκηένμο (HNPCC) ή επίηηδηδ, υπςξ ζε υβημοξ πμο πανμοζζάγμοκ απμζζχπδζδ εκυξ 

βμκζδίμο πμο ηςδζημπμζεί βζα ιζα πνςηεΐκδ επζδζυνεςζδξ ημο DNA, ιέζς 

ιεεοθίςζήξ ημο. Ζ απχθεζα ηδξ ζηακυηδηαξ επζδζυνεςζδξ ημο DNA είκαζ εφημθα 

ακαβκςνίζζιδ απυ ημ ζοζπεηζγυιεκμ επζθαζκυιεκμ ηδξ ιζηνμδμνοθμνζηήξ αζηάεεζαξ, 

ζηδκ μπμία δ ακζηακυηδηα επζδζυνεςζδξ επακαθαιαακυιεκςκ αθθδθμοπζχκ ημο 

DNA αθθάγεζ ημ ιέβεεμξ ηςκ ιμκμ- ή δζκμοηθεμηζδζηχκ επακαθήρεςκ 

(ιζηνμδμνοθυνμζ) πμο ανίζημκηαζ ζε δζάθμνα ζδιεία ζημ βμκζδίςια [14]. Μπμνμφκ 

αηυια κα απεκενβμπμζδεμφκ μβημηαηαζηαθηζηά βμκίδζα, υπςξ αοηά πμο 

ηςδζημπμζμφκ βζα ημκ οπμδμπέα ηφπμο ΗΗ ημο ιεηαζπδιαηίγμκηα αολδηζημφ 

πανάβμκηα α (TGFBR2) ηαζ ηδκ BCL2-associated X protein (BAX), ηα μπμία έπμοκ 

θεζημονβζηέξ πενζμπέξ πμο πενζέπμοκ επακαθήρεζξ ιμκμ- ή δζκμοηθεμηζδίςκ. 

 

1.2.1.3 Έθηξνπε κεζπιίσζε ηνπ DNA (aberrant DNA methylation) 

 

Ζ επζβεκεηζηή απμζζχπδζδ ηςκ βμκζδίςκ, ηονίςξ ιέζς αζοκήεζζηδξ ιεεοθίςζδξ ημο 

DNA, είκαζ αηυιδ έκαξ ιδπακζζιυξ απεκενβμπμίδζδξ ηςκ βμκζδίςκ ζε αζεεκείξ ιε 

ΚΠΔ [15], [16]. ημ θοζζμθμβζηυ βμκζδίςια, δ ιεεοθίςζδ ηδξ ηοημζίκδξ ζοιααίκεζ 

ζε πενζμπέξ επακαθαιαακυιεκςκ αθθδθμοπζχκ DNA έλς απυ ηα ελυκζα, ιε ελαίνεζδ 

ηζξ πενζμπέξ ηςκ εηηζκδηχκ (promoter) πμο είκαζ πθμφζζεξ ζε CpG (CpG islands) 

[15]. ε ζφβηνζζδ ιε ημ βμκζδίςια ημο ηανηίκμο ημο παπέμξ εκηένμο, οπάνπεζ ιζα 

ζοκμθζηή ιείςζδ ιέηνζμο ααειμφ ηδξ ιεεοθίςζδξ ηδξ ηοημζίκδξ αθθά ζδιακηζηή 

απυηηδζδ έηηνμπδξ ιεεοθίςζδξ ιέζα ζε ζοβηεηνζιέκεξ πενζμπέξ πθμφζζεξ ζε CpG 

ηςκ εηηζκδηχκ ηςκ βμκζδίςκ. Αοηή δ έηηνμπδ ιεεοθίςζδ ηςκ εηηζκδηχκ ιπμνεί κα 

επάβεζ επζβεκεηζηή απμζζχπδζδ ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ [15]. 
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1.2.2 ΜΔΣΑΛΛΑΞΔΗ ΑΠΔΝΔΡΓΟΠΟΗΖΖ ΟΓΚΟΚΑΣΑΣΑΛΣΗΚΧΝ 

ΓΟΝΗΓΗΧΝ 

 

1.2.2.1 APC
1
 

 

Ο ΚΠΔ απαζηεί πμθθέξ βεκεηζηέξ αθθαβέξ αθθά ζοβηεηνζιέκα ζδιαημδμηζηά 

ιμκμπάηζα είκαζ ηαεμνζζηζηά βζα ημκ ζπδιαηζζιυ ημο υβημο [6]. Μία απυ αοηέξ ηζξ 

αθθαβέξ, δ εκενβμπμίδζδ ημο Wnt ιμκμπαηζμφ, εεςνείηαζ ςξ ημ εκανηηήνζμ βεβμκυξ 

ζημκ ΚΠΔ. Ζ ζδιαημδυηδζδ ιέζς ημο Wnt ιμκμπαηζμφ λεηζκά υηακ δ μβημπνςηεΐκδ 

α-ηαηεκίκδ πνμζδέκεζ πνςηεΐκεξ-ζοκμδμφξ πμο ανίζημκηαζ ζημκ πονήκα, χζηε κα 

ζπδιαηίζμοκ έκα ιεηαβναθζηυ ζφιπθμημ πμο νοειίγεζ βμκίδζα πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ 

ηοηηανζηή εκενβμπμίδζδ [17]. Σμ ζφιπθμημ απμζημδυιδζδξ ηδξ α-ηαηεκίκδξ εθέβπεζ 

ηα επίπεδά ηδξ ιέζς πνςηευθοζδξ. Έκα ζοζηαηζηυ ημο ζοιπθυημο αοημφ, δ APC, υπζ 

ιυκμ απμζημδμιεί ηδ α-ηαηεκίκδ αθθά πανειπμδίγεζ ηαζ ημκ πονδκζηυ εκημπζζιυ ηδξ. 

Ζ πζμ ημζκή ιεηάθθαλδ ζημκ ΚΠΔ απεκενβμπμζεί ημ βμκίδζμ πμο ηςδζημπμζεί βζα ηδκ 

πνςηεΐκδ APC. ηδκ απμοζία θεζημονβζηήξ APC – ημο θοζζημφ ακαζημθέα ηδξ α-

ηαηεκίκδξ, ημ Wnt ιμκμπάηζ εκενβμπμζείηαζ ζοκεπχξ ηαζ ιε θακεαζιέκμ ηνυπμ. 

Γαιεηζηέξ ιεηαθθάλεζξ ζηδκ APC πνμηαθμφκ μζημβεκή αδεκςιαηχδδ πμθοπμδίαζδ, 

έκα ηθδνμκμιζηυ ζφκδνμιμ ιε πνμδζάεεζδ βζα ηανηίκμ, υπμο πάκς απυ 100 

αδεκςιαηχδεζξ πμθφπμδεξ ακαπηφζζμκηαζ ζημοξ θμνείξ ημο ιεηαθθαβιέκμο βμκζδίμο 

ηαζ δ πζεακυηδηα βζα ΚΠΔ ζηδκ δθζηία ηςκ 40 εηχκ είκαζ ζπεδυκ 100% [18], [17]. 

ςιαηζηέξ ιεηαθθάλεζξ ηαζ εθθείρεζξ (deletions) πμο απεκενβμπμζμφκ ηαζ ηα δφμ 

ακηίβναθα ημο βμκζδίμο ειθακίγμκηαζ ζηζξ πενζζζυηενεξ πενζπηχζεζξ ζπμναδζηχκ 

αδεκςιάηςκ ηαζ ηανηίκςκ ημο παπέμξ εκηένμο [17]. ε ιζα ιζηνή οπμμιάδα υβηςκ 

ιε αβνίμο ηφπμο APC, έπμοκ ανεεεί ιεηαθθάλεζξ ζηδ α-ηαηεκίκδ πμο ειπμδίγμοκ ηδκ 

απμζημδυιδζή ηδξ ηαζ εκενβμπμζμφκ ημ Wnt ιμκμπάηζ [19], [20], [17]. 

 

 

 

                                                 
1
 Ο ζοιαμθζζιυξ ηςκ μκμιάηςκ ηςκ βμκζδίςκ ηαζ ηςκ πνςηεσκχκ έβζκε ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ηδξ 

HUGO Gene Nomenclature Committee 
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1.2.2.2 TP53 

 

Ζ απεκενβμπμίδζδ ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ p53 ιέζς ιεηάθθαλδξ ζημ TP53 είκαζ ημ 

δεφηενμ ζδιακηζηυ βεκεηζηυ βεβμκυξ πμο ζοιααίκεζ ζημκ ΚΠΔ. ημοξ πενζζζυηενμοξ 

υβημοξ, ηα δφμ αθθδθυιμνθα ημο TP53 είκαζ απεκενβμπμζδιέκα, ζοκήεςξ ζε 

ζοκδοαζιυ ιε ιία πανακμδιαηζηή ιεηάθθαλδ πμο απεκενβμπμζεί ηδ ιεηαβναθζηή 

δναζηδνζυηδηα ηδξ p53 ηαζ ιία πνςιμζςιζηή απμημπή πμο πενζμνίγεζ ημ δεφηενμ 

TP53 αθθδθυιμνθμ [21], [22]. Ζ απεκενβμπμίδζδ ημο TP53 ζοπκά ζοιπίπηεζ ιε ηδ 

ιεηάααζδ απυ ιεβάθα αδεκχιαηα ζε δζεζζδοηζηά ηανηζκχιαηα [23]. ε πμθθμφξ 

ΚΠΔ ιε αδοκαιία επζδζυνεςζδξ ημο DNA, ημ TP53 παναιέκεζ αβνίμο ηφπμο, πανυθμ 

πμο ζε αοημφξ ημοξ ηανηίκμοξ, δ δναζηδνζυηδηα ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ p53 

πενζμνίγεηαζ, πζεακυκ απυ ιεηαθθάλεζξ ζηδκ πνςηεΐκδ BAX, πμο επάβεζ ηδκ 

απυπηςζδ. 

 

1.2.2.3 Ογθνθαηαζηαιηηθφ κνλνπάηη ηνπ TGF-β 

 

Ζ απεκενβμπμίδζδ θυβς ιεηαθθάλεςκ ημο ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ ημο TGF-α 

είκαζ ημ ηνίημ ζηάδζμ ζηδκ πνυμδμ ημο ΚΠΔ. Πενίπμο ζημ 1/3 ηςκ ΚΠΔ, ζςιαηζηέξ 

ιεηαθθάλεζξ απεκενβμπμζμφκ ημκ οπμδμπέα ηφπμο ΗΗ ημο TGF-α (TGFBR2) [24], [25], 

[26], [27]. ε υβημοξ ιε αδοκαιία επζδζυνεςζδξ ημο DNA, μ TGFBR2 

απεκενβμπμζείηαζ απυ ιεηαθθάλεζξ πμο αθθάγμοκ ημ πθαίζζμ ακάβκςζδξ [24]. ε 

ημοθάπζζημκ ημοξ ιζζμφξ υβημοξ απυ αοημφξ πμο δεκ έπμοκ πνυαθδια ζηδκ 

επζδζυνεςζδ ημο DNA, δ ζδιαημδυηδζδ ιέζς TGF-α πενζμνίγεηαζ ιε 

πανακμδιαηζηέξ ιεηαθθάλεζξ πμο επδνεάγμοκ ηδ δμιή ηδξ ηζκάζδξ ημο TGFBR2 ή 

πζμ ζοπκά, ιε ιεηαθθάλεζξ πμο απεκενβμπμζμφκ ηαεμδζηά ζοζηαηζηά ημο ιμκμπαηζμφ, 

υπςξ ηδ SMAD4. Μεηαθθάλεζξ πμο απεκενβμπμζμφκ ημ ιμκμπάηζ ημο TGF-α 

ζοιααίκμοκ ηαηά ηδ ιεηάααζδ απυ ημ αδέκςια ζε δοζπθαζία ορδθμφ ααειμφ ή 

ηανηίκςια [28]. 
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1.2.3 ΔΝΔΡΓΟΠΟΗΖΖ ΜΟΝΟΠΑΣΗΧΝ ΟΓΚΟΓΟΝΗΓΗΧΝ 

 

1.2.3.1 RAS ΚΑΗ BRAF 

 

Πμθθά μβημβμκίδζα παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ πνμαβςβή ημο ΚΠΔ. Οβημβυκεξ 

ιεηαθθάλεζξ ζηα βμκίδζα RAS ηαζ BRAF, μζ μπμίεξ εκενβμπμζμφκ ημ ιμκμπάηζ ηςκ 

MAP ηζκαζχκ, ζοιααίκμοκ ζημ 37% ηαζ 13% ηςκ ΚΠΔ, ακηίζημζπα [29], [30], [31], 

[32], [33]. Οζ ιεηαθθάλεζξ ζηα RAS, ηαζ ηονίςξ ζημ KRAS, εκενβμπμζμφκ ηδ δνάζδ 

ηδξ GTPάζδξ πμο εκενβμπμζεί ηαηεοεείακ ηδ RAF. Οζ ιεηαθθάλεζξ ζημ BRAF 

εκενβμπμζμφκ ηδ δνάζδ ηζκάζδξ ζενίκδξ-ενεμκίκδξ, δ μπμία εκενβμπμζεί ζηδ 

ζοκέπεζα, ημκ «ηαηαννάηηδ» ηςκ MAPΚ [32], [33]. Μεηαθθάλεζξ ζημ BRAF έπμοκ 

ακζπκεοεεί αηυιδ ηαζ ζε ιζηνμφξ πμθφπμδεξ [29] ηαζ, ζε ζφβηνζζδ ιε ηζξ ιεηαθθάλεζξ 

ζημ RAS, είκαζ πζμ ζοπκέξ ζε οπενπθαζηζημφξ πμθφπμδεξ, «μδμκηςηά» αδεκχιαηα ηαζ 

εββείξ ΚΠΔ. Αζεεκείξ ιε πμθοάνζειεξ ηαζ ιεβάθεξ οπενπθαζηζηέξ αθθμζχζεζξ έπμοκ 

αολδιέκδ πζεακυηδηα βζα ΚΠΔ [15], [34], [35], [36], [37]. 

 

1.2.3.2 PI3K 

 

Σμ 1/3 ηςκ ΚΠΔ θένεζ ζςιαηζηή ιεηάθθαλδ εκενβμπμίδζδξ ζημ βμκίδζμ PI3KCA, ημ 

μπμίμ ηςδζημπμζεί βζα ηδκ ηαηαθοηζηή οπμιμκάδα ηδξ PI3K [38]. Λζβυηενμ ημζκέξ 

βεκεηζηέξ αθθαβέξ πμο ακηζηαεζζημφκ ηζξ ιεηαθθάλεζξ ημο PI3KCA είκαζ δ απχθεζα 

ημο PTEN, εκυξ ακαζημθέα ημο ιμκμπαηζμφ ηδξ PI3K ηαεχξ ηαζ δ εκίζποζδ ημο 

οπμζηνχιαημξ 2 ημο οπμδμπέα ηδξ ζκζμοθίκδξ (IRS2), εκυξ εκενβμπμζδηή ηδξ 

ζδιαημδυηδζδξ ιέζς PI3K [39]. 
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1.2.4 ΜΟΝΟΠΑΣΗΑ ΑΤΞΖΣΗΚΧΝ ΠΑΡΑΓΟΝΣΧΝ 

 

1.2.4.1 Τπνδνρέαο ηνπ επηδεξκηθνχ απμεηηθνχ παξάγνληα (epidermal growth factor 

receptor – EGFR) 

 

Ζ εκενβμπμίδζδ ηςκ ιμκμπαηζχκ ηςκ αολδηζηχκ παναβυκηςκ είκαζ ζοπκή ζημκ ΚΠΔ. 

Ο επζδενιζηυξ αολδηζηυξ πανάβμκηαξ (EGF) είκαζ ιζα δζαθοηή πνςηεΐκδ πμο έπεζ 

αολδηζηά απμηεθέζιαηα ζηα επζεδθζαηά ηφηηανα ημο εκηένμο. Κθζκζηέξ ιεθέηεξ 

πνμζδίκμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ ζδιαημδυηδζδ ιέζς ημο οπμδμπέα ημο EGF 

(EGFR) ζε ηάπμζεξ πενζπηχζεζξ ΚΠΔ [40], [41], [42], [43]. Ο EGFR πνμάβεζ ηδ 

ζδιαημδυηδζδ ιέζς ηςκ ιμκμπαηζχκ ηςκ MAP ηζκαζχκ ηαζ ηδξ PI3K. Πνυζθαηα 

ηθζκζηά απμηεθέζιαηα έπμοκ δείλεζ υηζ μ πνμπςνδιέκμξ ΚΠΔ ιε ιεηαθθάλεζξ ζηα 

ιμκμπάηζα αοηά, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ βμκζδίςκ KRAS [44], [45], [46], BRAF 

[47], [48] ηαζ ηδξ ηαηαθοηζηήξ οπμιμκάδαξ p110 ηδξ PI3K [49], δεκ απμηνίκεηαζ ζηδ 

εεναπεία πμο ζημπεφεζ ημκ EGFR. 

 

1.2.4.2 Αγγεηαθφο ελδνζειηαθφο απμεηηθφο παξάγνληαο (vascular endothelial growth 

factor – VEGF) 

 

Ο αββεζαηυξ εκδμεδθζαηυξ αολδηζηυξ πανάβμκηαξ (VEGF) πμο πανάβεηαζ ζε 

ηαηαζηάζεζξ ηναοιαηζζιμφ ή ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ αφλδζδξ ηςκ οβζχκ ζζηχκ μδδβεί 

ζηδ δδιζμονβία κέςκ αζιμθυνςκ αββείςκ (αββεζμβέκεζδ). Κθζκζηέξ ιεθέηεξ 

πνμηείκμοκ υηζ ηα αββεμβεκεηζηά ιμκμπάηζα παίγμοκ νυθμ ζηδ δοκαιζηή ηδξ αφλδζδξ 

ηαζ ηδξ εκδζζιυηδηαξ ημο ΚΠΔ. Θεναπεία ιε ιμκμηθςκζηυ ακηίζςια έκακηζ ημο 

VEGF πνυζεεζε, ηαηά ιέζμ υνμ, 4.7 ιήκεξ επζαίςζδξ ζημ ζφκμθμ ηςκ αζεεκχκ ιε 

πνμπςνδιέκμ ΚΠΔ [50].  
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1.2.4.3 Έθηξνπε ξχζκηζε ηνπ κνλνπαηηνχ ησλ πξνζηαγιαλδηλψλ 

 

Έκα ζδιακηζηυ βεβμκυξ πμο ειθακίγεηαζ κςνίξ ζηδκ ακάπηολδ ημο αδεκχιαημξ είκαζ 

δ εκενβμπμίδζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ηςκ πνμζηαβθακδζκχκ [51], [52]. Αοηή δ ιδ 

θοζζμθμβζηή εκενβμπμίδζδ ιπμνεί κα επάβεηαζ απυ ζοκεήηεξ θθεβιμκήξ ή απυ ηδκ 

αολμνφειζζδ ηδξ COX-2, εκυξ επαβχιεκμο εκγφιμο πμο ιεζμθααεί ζηδ ζφκεεζδ ηδξ 

πνμζηαβθακδίκδξ Δ2, εκυξ πανάβμκηα έκημκα ζοζπεηζζιέκμο ιε ημκ ΚΠΔ [52]. Ζ 

δνάζδ ηδξ πνμζηαβθακδίκδξ Δ2 ιπμνεί επίζδξ κα αολδεεί απυ ηδκ απχθεζα ηδξ 

αθοδνμβμκάζδξ ηδξ πνμζηαβθακδίκδξ (15-PGDH), ημο εκγφιμο πμο ηαηαθφεζ ηδκ 

απμζημδυιδζδ ηςκ πνμζηαβθακδζκχκ [53], [54], [55]. Αολδιέκα επίπεδα ηδξ COX-2 

έπμοκ ανεεεί ζηα 2/3 πενίπμο ηςκ ΚΠΔ [52], [56] ηαζ απχθεζα ημο 15-PGDH ζημ 

80% ηςκ ΚΠΔ [53]. Κθζκζηέξ δμηζιέξ έπμοκ δείλεζ υηζ ακαζημθή ηδξ COX-2 ιε ιδ 

ζηενμεζδή ακηζθθεβιμκχδδ ειπμδίγεζ ηδκ ακάπηολδ κέςκ αδεκςιάηςκ [57], [58], 

[59], [60] ηαζ ιεζμθααεί ζηδκ οπμπχνδζδ ηςκ ήδδ οπανπυκηςκ [61]. 

 

Απυ ηα παναπάκς ακαθενυιεκα ιμκμπάηζα ηαζ βμκίδζα πμο δζαδναιαηίγμοκ 

ηαηαθοηζηυ νυθμ ζηδκ ειθάκζζδ ηαζ ηδκ ακάπηολδ ημο ΚΠΔ εα ακαθοεεί ζηδ 

ζοκέπεζα μ νυθμξ ηςκ βμκζδίςκ RAS ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ πενζβναθή ηςκ RAS 

πνςηεσκχκ ηαζ ηδκ εκενβμπμίδζδ ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ. 

 

1.3. ΟΗ ΠΡΧΣΔΨΝΔ RAS Χ ΚΑΡΚΗΝΗΚΟΗ ΠΡΟΓΡΟΜΟΗ 

 

Σα ηοηηανζηά μιυθμβα ηςκ ζζηχκ Harvey- ηαζ Kirsten- RAS αθθδθμοπζχκ πμο 

πνμηαθμφκ ιεηαζπδιαηζζιυ, ηαοημπμζήεδηακ βζα πνχηδ θμνά ζημ βμκζδίςια ημο 

ανμοναίμο ημ 1981 [62] ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζηα βμκζδζχιαηα ημο πμκηζημφ [63] ηαζ ημο 

ακενχπμο [64]. Αοηέξ μζ ακαηαθφρεζξ, έδεζλακ υηζ ηα μβημβμκίδζα RAS θαίκεηαζ κα 

ζοιπενζθένμκηαζ ζακ ημ μβημβμκίδζμ SRC ημο ζμφ ημο ζανηχιαημξ Rous, δ 

πνμέθεοζδ ημο μπμίμο ακαθένεδηε βζα πνχηδ θμνά ημ 1976 [65]. οκεπχξ, ηα 

πνςημ-μβημβμκίδζα πμο ανίζημκηαζ ζημ βμκζδίςια ηςκ θοζζμθμβζηχκ ηοηηάνςκ 

ιπμνμφκ κα εκενβμπμζδεμφκ απυ νεηνμσμφξ, μζ μπμίμζ εκζςιαηχκμοκ ηαζ 

ιεηαηνέπμοκ ηζξ αθθδθμοπίεξ αοηέξ ζε εκενβά μβημβμκίδζα. Σμ μβημβμκίδζμ πμο 
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ζπεηίγεηαζ ιε ημκ ζυ ημο ζανηχιαημξ Harvey μκμιάγεηαζ HRAS, εκχ αοηυ πμο 

ζπεηίγεηαζ ιε ημκ ζυ ημο ζανηχιαημξ Kirsten μνίγεηαζ ςξ KRAS. Μεηαθθαβιέκα 

αθθδθυιμνθα αοηχκ ηςκ RAS αθθδθμοπζχκ ακαηαθφθεδηακ ζφκημια ζε πμθθέξ 

ακενχπζκεξ ηανηζκζηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ, πενζθαιαακμιέκςκ ζεζνχκ μονμδυπμο 

ηφζηεςξ, παπέμξ εκηένμο ηαζ πκεοιυκςκ [66], [67], [68]. 

Λεπημιενείξ ακαθφζεζξ αθθδθμφπζζδξ απμηάθορακ υηζ ηα μβημβυκα αθθδθυιμνθα 

ηαηά ηακυκα δζαθένμοκ απυ ηα αβνίμο ηφπμο ζε ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ πμο 

επδνεάγμοκ ηα πθαίζζα ακάβκςζδξ ηςκ δζαθυνςκ RAS μβημβμκζδίςκ. Οζ 

απμννέμοζεξ ακηζηαηαζηάζεζξ αιζκμλέςκ ζοκήεςξ ζοιααίκμοκ ζημ ηαηάθμζπμ 12, 

ηαζ θζβυηενμ ζοπκά ζηα ηαηάθμζπα 13 ηαζ 61 [69], [70], [71], [72]. Ζ ζοζπέηζζδ 

ιεηαλφ ηδξ ακηζηαηάζηαζδξ ηδξ βθοηίκδξ ζε ααθίκδ ζημ ηαηάθμζπμ 12 ηδξ HRAS ηαζ 

ηδξ οδνυθοζδξ ημο GTP έβζκε απυ ηδκ μιάδα ημο Frank McCormick, δ μπμία 

παναηήνδζε υηζ ακηζζχιαηα εζδζηά βζα αοηή ηδκ πενζμπή ειπμδίγμοκ ηδκ πνυζδεζδ 

ημο GTP [73]. Οζ άθθεξ μβημβυκεξ ιεηαθθάλεζξ (υπςξ δ ακηζηαηάζηαζδ ημο 

βθμοηαιζκζημφ μλέμξ απυ θεοηίκδ ζημ ηαηάθμζπμ 61 ηδξ HRAS) δείπεδηε επίζδξ υηζ 

ειπμδίγμοκ ηδκ οδνυθοζδ ημο GTP [74]. Απυ ημ 1983, ημ ηνίημ ιέθμξ ηδξ μζημβέκεζαξ 

ηςκ βμκζδίςκ RAS, ημ NRAS, ηθςκμπμζήεδηε απυ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ 

κεονμαθαζηχιαημξ ηαζ θεοηαζιίαξ [75], [76], [77], [78]. Σμ βμκίδζμ αοηυ ανέεδηε 

επίζδξ κα θένεζ ζδιεζαηέξ ιεηαθθάλεζξ εκενβμπμίδζδξ ζε ζοβηεηνζιέκμοξ 

ακενχπζκμοξ υβημοξ. 

φκημια ηέεδηε ημ ενχηδια ηδξ απμηεθεζιαηζηυηδηαξ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ ιμνθχκ 

RAS ζημκ ιεηαζπδιαηζζιυ πνςημβεκχκ ηοηηάνςκ, ιζαξ ηαζ ακαηαθφθεδηε υηζ έκα 

μβημβμκίδζμ RAS δεκ ιπμνμφζε κα ιεηαζπδιαηίζεζ πνυζθαηα απμιμκςιέκα 

ειανοζηά ηφηηανα ηνςηηζημφ. Σνεζξ ακαθμνέξ δδιμζζεφεδηακ ημ 1983 

πενζβνάθμκηαξ ηδκ ζηακυηδηα ηδξ HRAS
V12

 κα ιεηαζπδιαηίγεζ πνςημβεκή ηφηηανα, 

ηα μπμία ανπζηά είπακ ηαηαζηεί αεάκαηα είηε ιε ηανηζκμβυκα [79] είηε ιε 

δζαιυθοκζδ ιε ηα μβημβμκίδζα myc, SV40 large T antigen ή Δ1Α ημο αδεκμσμφ [80], 

[81]. Αοηά ηα απμηεθέζιαηα εκίζποζακ ηδκ άπμρδ ηδξ ζηαδζαηήξ ηανηζκμβέκεζδξ, 

πνμηείκμκηαξ υηζ μζ ιεηαθθαβιέκεξ πνςηεΐκεξ RAS ιπμνμφκ κα ιεηαζπδιαηίζμοκ 

ηφηηανα, ηα μπμία ήδδ έπμοκ οπμζηεί αθθαβέξ πμο πνμδζαεέημοκ βζα 

ιεηαζπδιαηζζιυ. Όπςξ έπεζ επζαεααζςεεί ζε πμζηίθμοξ ηοηηανζημφξ ηφπμοξ [82], 

[83], [84], αοηέξ μζ αθθαβέξ ζοκήεςξ αθμνμφκ ηδκ απυηηδζδ απυ ηα ηφηηανα ηδξ 
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ζηακυηδηαξ κα πμθθαπθαζζάγμκηαζ αζηαιάηδηα υηακ ανίζημκηαζ ζε ηαθθζένβεζα – μ 

θαζκυηοπμξ ηδξ αεακαημπμίδζδξ ηςκ ηοηηάνςκ. 

Σμ 1984, ιεηαθθαβιέκα KRAS αθθδθυιμνθα ανέεδηακ ζε δείβιαηα ηανηζκχιαημξ 

ημο πκεφιμκα, οπμδδθχκμκηαξ υηζ αοηέξ μζ ιεηαθθάλεζξ δεκ πνμέηορακ ςξ ζοκέπεζα 

ηδξ ηαθθζένβεζαξ ηςκ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ in vitro [85], [86]. Δπζπθέμκ, ηα δζάθμνα 

RAS μβημβμκίδζα ζοζπεηίζηδηακ ιε ζοβηεηνζιέκμοξ ηφπμοξ ηανηίκμο. Μεηαθθάλεζξ 

ζημ KRAS ήηακ ζοπκέξ ζε ηανηζκχιαηα ημο παβηνέαημξ [87] ηαζ ημο παπέμξ εκηένμο 

[88], εκχ ιεηαθθάλεζξ ζημ HRAS ηονίςξ ανέεδηακ ζε ηανηζκχιαηα ηδξ μονμδυπμο 

ηφζηεςξ [89] ηαζ ιεηαθθάλεζξ ζημ NRAS ζοκδέεδηακ ανπζηά ιε ηαημήεεζεξ ηςκ 

θειθαδέκςκ [90], [91], [92], [93], [94] ηαζ ιεθακχιαηα [95]. 

Πεζναιαηζηά επαβχιεκμζ υβημζ ανέεδηακ επίζδξ κα θένμοκ ιεηαθθάλεζξ ζηα βμκίδζα 

RAS. Γζα πανάδεζβια, υβημζ ζημ ιαζηυ ηαζ ζημ δένια πμκηζηχκ πμο πνμήνεακ απυ 

ηδκ ημπζηή εθανιμβή ηανηζκμβυκςκ πενζείπακ ιεηαθθάλεζξ ζημ HRAS [96], [97], 

[98], εκχ ηανηζκχιαηα ζημ εφιμ αδέκα επαβχιεκα απυ ηανηζκμβυκα θένμοκ εκενβέξ 

ιεηαθθάλεζξ ζημ NRAS [99]. Άθθα βκςζηά ηανηζκμβυκα, υπςξ δ ζμκίγμοζα 

αηηζκμαμθία, ανέεδηακ επίζδξ κα πνμηαθμφκ ιεηαθθάλεζξ ζημ KRAS ζε πμκηίηζα 

[100] ηαεχξ ηαζ ζε ηφηηανα ζε ηαθθζένβεζα [101]. Πανυθα αοηά, αοηέξ μζ 

ακαηαθφρεζξ δεκ αμήεδζακ ζηδκ ηαηακυδζδ ημο βζαηί μζ ιεηαθθάλεζξ ζηα 

μβημβμκίδζα RAS εζηζάγμκηαζ ζε πμθφ ζοβηεηνζιέκα ζδιεία ημο ακαβκςζηζημφ 

πθαζζίμο αοηχκ ηςκ βμκζδίςκ.  

Γζα θυβμοξ πμο δεκ είκαζ απυθοηα ηαηακμδημί, μζ μβημβυκεξ ιεηαθθάλεζξ ηςκ 

δζαθυνςκ ιεθχκ ηδξ μζημβέκεζαξ RAS ειθακίγμκηαζ δοζακάθμβα ζε δζαθμνεηζημφξ 

ηφπμοξ ηανηίκμο. Γζα πανάδεζβια, ιεηαθθάλεζξ ζημ KRAS εκημπίγμκηαζ ζημ 60% ηςκ 

πενζπηχζεςκ ημο ηανηίκμο ημο παβηνέαημξ ηαζ πενίπμο ζημ 20% ηςκ πενζζηαηζηχκ 

ηανηίκμο ημο πκεφιμκα, εκχ ιεηαθθάλεζξ ζημ HRAS ζημ 10% πενίπμο ηςκ 

πενζπηχζεςκ ημο ηανηίκμο ηδξ μονμδυπμο ηφζηεςξ ηαζ ιεηαθθάλεζξ ζημ NRAS 

πενίπμο ζημ 20% ηςκ πενζζηαηζηχκ ιεθακχιαημξ ηαζ 20% ηανηίκμο ημο ήπαημξ 

(εηθόλα Δ4). 
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1.4. ΤΝΔΥΧ ΔΝΔΡΓΔ, ΜΔΣΑΛΛΑΓΜΔΝΔ ΜΟΡΦΔ ΣΧΝ RAS ΚΑΗ Ο 

ΚΤΚΛΟ ΣΖ ΦΧΦΑΣΑΖ ΣΖ ΣΡΗΦΧΦΟΡΗΚΖ ΓΟΤΑΝΟΗΝΖ 

(GTPάζεο) 

 

Οζ πνςηεΐκεξ RAS ανπζηά πενζβνάθδηακ υηζ πνμζδέκμοκ κμοηθεμηίδζα βμοακίκδξ ημ 

1980 απυ ηδκ μιάδα ημο Edward Scolnick, δ μπμία ιεθεημφζε ηα αζμπδιζηά 

παναηηδνζζηζηά ηδξ ζζηήξ HRAS πνςηεΐκδξ [102]. Αοηή δ πνυζδεζδ έδςζε ηδκ ζδέα 

υηζ μζ RAS ιπμνεί κα θεζημονβμφκ ζακ ηζξ εηενμηνζιενείξ G πνςηεΐκεξ, μζ μπμίεξ 

είπακ ανεεεί κα έπμοκ ιζα εββεκή δνάζδ θςζθαηάζδξ ηνζθςζθμνζηήξ βμοακμζίκδξ 

(GTPάζδξ), δ μπμία ηζξ εκαθθάζζεζ ιεηαλφ ιζαξ εκενβήξ ηαζ ιζαξ ακεκενβήξ ιμνθήξ. 

Ζ επακεκενβμπμίδζδ αοηχκ ηςκ G πνςηεσκχκ ζοιααίκεζ υηακ ημ πνμζδεδειέκμ GDP 

απμιαηνφκεηαζ ηάκμκηαξ πχνμ βζα ηδκ πνυζδεζδ ημο αθεμκυηενμο 

ηοηηανμπθαζιαηζημφ GTP [103]. Ζ αζμπδιζηή απυδεζλδ υηζ μζ RAS πνςηεΐκεξ είκαζ 

πναβιαηζηά GTPάζεξ ήνεε ιενζηά πνυκζα ανβυηενα, ημ 1984 [104], [105], [106]. 

Οζ πνςηεΐκεξ RAS ακήημοκ ζε ιζα ιεβάθδ μζημβέκεζα ιζηνχκ GTPαζχκ, πμο 

παναηηδνίγεηαζ απυ ηδκ ημζκή ζδζυηδηα ηςκ ιεθχκ ηδξ κα πνμζδέκμοκ ηδκ 

ηνζθςζθμνζηή βμοακμζίκδ (GTP), ηαζ κα ανίζημκηαζ, ιε ημκ ηνυπμ αοηυ, ζε ιζα 

εκενβή ηαηάζηαζδ εκχ οδνμθφμκηαξ ημ GTP ζε δζθςζθμνζηή βμοακμζίκδ (GDP) 

Δικόνα Δ4: Μεηαιιάμεηο ζηα HRAS, KRAS θαη NRAS ζηνλ αλζξψπηλν θαξθίλν [7]  
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επζζηνέθμοκ ζηδκ ακεκενβή ηαηάζηαζδ [107], [108], [109], [110], [111]. In vivo, δ 

δζαδζηαζία αοηή ελανηάηαζ απυ νοειζζηζηά ιυνζα, ηα μπμία είκαζ «πνςηεΐκεξ πμο 

εκενβμπμζμφκ ηδ GTPαζδ» (GTPase activating proteins - GAPs) ηαζ ηαοημπμζήεδηακ 

βζα πνχηδ θμνά απυ ημκ Trahey ηαζ ζοκενβάηεξ [112] ηαεχξ ηαζ «πανάβμκηεξ 

ακηαθθαβήξ κμοηθεμηζδίςκ βμοακμζίκδξ» (guanine nucleotide exchange factors - 

GEFs), μζ μπμίμζ ηαοημπμζήεδηακ βζα πνχηδ θμνά απυ ημκ Wolfman ηαζ ζοκενβάηεξ 

[113]. Οζ πανάβμκηεξ αοημί ηαηαθφμοκ ηδκ οδνυθοζδ ημο πνμζδεδειέκμο 

κμοηθεμηζδίμο ηνζθςζθμνζηήξ βμοακμζίκδξ (GTP) ηαζ ιεζμθααμφκ ζηδκ 

απεθεοεένςζδ ηδξ δζθςζθμνζηήξ βμοακμζίκδξ (GDP) πμο πνμηφπηεζ απυ ηδκ 

οδνυθοζδ, ηαεζζηχκηαξ ζηακή ηδκ πνυζδεζδ εκυξ κέμο ιμνίμο GTP. 

Μμθμκυηζ δ εκαθθαβή ιεηαλφ ιζαξ εκενβμφξ GTP-πνμζδεδειέκδξ ιμνθήξ ηαζ ιζαξ 

ακεκενβήξ GDP-πνμζδεδειέκδξ ιμνθήξ πμο πνμηφπηεζ απυ οδνυθοζδ είκαζ ιζα απθή 

δζαδζηαζία, δ πνυζδεζδ ηαζ δ απμιάηνοκζδ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ βμοακίκδξ είκαζ έκα 

αοζηδνά νοειζγυιεκμ βεβμκυξ ιέζα ζημ ηφηηανμ. Οζ GAPs ηαζ μζ GEFs οπυηεζκηαζ 

απυ ιυκμζ ημοξ ζε λεπςνζζηή ζεζνά νοειζζηζηχκ βεβμκυηςκ, ηα μπμία δεκ είκαζ 

απυθοηα ηαηακμδηά. Πανά ηδ ζπεηζηή αθεμκία ημο GTP ζε ζπέζδ ιε ημ GDP ζημ 

ηοηηανυπθαζια (πενίπμο 10 θμνέξ παναπάκς), δ πθεζμρδθία ηςκ RAS πνςηεσκχκ 

ανίζηεηαζ ζηδκ ακεκενβή GDP-ιμνθή ζηζξ πενζζζυηενεξ ηοηηανζηέξ ζοκεήηεξ, 

ελαζηίαξ ηδξ εκηοπςζζαηά ορδθήξ οδνμθοηζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηςκ GAPs. 

οβηεηνζιέκα ενεείζιαηα αολάκμοκ ημκ πθδεοζιυ ηςκ RAS ιμνίςκ πμο ανίζημκηαζ 

ζηδκ GTP-ιμνθή ιε ηδκ εκενβμπμίδζδ GEFs ηαζ/ή ιε ηδκ ακαζημθή ηςκ GAPs, 

οπεφεοκςκ βζα ηδ δζεοηυθοκζδ ηδξ οδνυθοζδξ. Γζέβενζδ ηςκ Σ-θειθμηοηηάνςκ ιε 

ακηζ-CD3 ακηζζχιαηα ή ιε εκενβμπμζδηέξ ηδξ πνςηεσκζηήξ ηζκάζδξ C, βζα 

πανάδεζβια, ιπμνεί ναβδαία κα αολήζεζ ηδκ ακαθμβία ηςκ RAS ιμνίςκ πμο 

ανίζημκηαζ ζηδκ εκενβή ιμνθή απυ 5% ζε 80% [114]. Οζ πμθοάνζειμζ πανάβμκηεξ 

πμο άιεζα ή έιιεζα επδνεάγμοκ ηδκ ηαηάζηαζδ πνυζδεζδξ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ ζηζξ 

πνςηεΐκεξ RAS πνμζδίδμοκ ιζα ιμκαδζηυηδηα ζηδ νφειζζή ημοξ ηαζ ημοξ ηάκμοκ 

απααναίηδημοξ ζηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ. 

Οζ πνςηεΐκεξ RAS πνμζδέκμοκ κμοηθεμηίδζα βμοακίκδξ ιε ορδθή ζοββέκεζα ζε ιζα 

αθθδθεπίδναζδ πμο ειπθέηεζ ημοθάπζζημκ 4 ιμηίαα: ηα θαηάινηπα 10-18, πμο 

ειπθέημκηαζ ζηδκ πνυζδεζδ ηςκ α- ηαζ α- θςζθμνζηχκ, ηα θαηάινηπα 57-63, πμο 

ειπθέημκηαζ ζηδκ πνυζδεζδ ζυκηςκ Mg
+2

 ηαζ ημο β- θςζθμνζημφ ημο GTP ηαζ ηζξ 

πενζμπέξ πμο πενζθαιαάκμοκ ηα θαηάινηπα 116-119 ηαζ 144-147, ηαζ μζ δομ 
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ζδιακηζηέξ βζα ηδκ πνυζδεζδ ημο δαηηοθίμο ηδξ βμοακίκδξ (εηθόλα Δ5). ηδκ εκενβή 

ημοξ GTP-ιμνθή, μζ RAS πνςηεΐκεξ ζοβηνμημφκ ιζα δζαιυνθςζδ δζαθμνεηζηή απυ 

αοηή ζηδκ ακεκενβή GDP-ιμνθή ημοξ. Αοηή δ αθθαβή ζηδ δζαιυνθςζδ επζηνέπεζ ηζξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ ηδξ εκενβήξ ιμνθήξ ιε ιυνζα-ηεθεζηέξ απαναίηδηα βζα ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ ημο ζήιαημξ ζε ηαεμδζημφξ (downstream) ζηυπμοξ, μζ μπμίεξ 

δζαηυπημκηαζ ιε ηδκ οδνυθοζδ ημο GTP ηαζ ηδκ επζζηνμθή ηδξ πνςηεΐκδξ ζηδκ 

ακεκενβή ηδξ ιμνθή [115]. Αοηέξ μζ δμιζηέξ αθθαβέξ εθέβπμκηαζ απυ δφμ πμθφ 

ηζκδηζηέξ πενζμπέξ ηδξ πνςηεΐκδξ, πμο μκμιάγμκηαζ δζαηυπηδξ Η (ηαηάθμζπα 30-40) 

ηαζ δζαηυπηδξ ΗΗ (ηαηάθμζπα 60-76) [116], [117]. Ζ πενζμπή ημο δζαηυπηδ Η 

πενζθαιαάκεζ ηδκ ηφνζα δμιή αθθδθεπίδναζδξ ηςκ ιμνίςκ-ηεθεζηχκ ιε ηζξ RAS 

πνςηεΐκεξ (ηαηάθμζπα 32-40) ηαζ είκαζ ζδιακηζηή βζα ηδκ πνυζδεζδ ηαζ 

εκενβμπμίδζή ημοξ ηαεχξ ηαζ βζα ηδκ πνυζδεζδ ηςκ GAPs. Οζ GEFs, απυ ηδκ άθθδ 

πθεονά, αθθδθεπζδνμφκ ιε ηδκ πενζμπή ημο δζαηυπηδ ΗΗ. οκεπχξ, ημ ιυνζμ ηςκ RAS 

πνςηεσκχκ εκαθθάζζεηαζ ιεηαλφ ηδξ εκενβήξ GTP-ιμνθήξ, ζηδκ μπμία ιπμνεί κα 

αθθδθεπζδνάζεζ ιε ιυνζα-ηεθεζηέξ ή ιε ημοξ GAPs ιέζς ηδξ πενζμπήξ ημο δζαηυπηδ 

Η, ηαζ ηδξ ακεκενβήξ GDP-ιμνθήξ, υπμο δ πενζμπή ημο δζαηυπηδ Η είκαζ ιδ 

πνμζαάζζιδ, αθθά ιέζς ηδξ πενζμπήξ ημο δζαηυπηδ ΗΗ ιπμνεί κα αθθδθεπζδνάζεζ ιε 

ημοξ GEFs. Καζ μζ δφμ πενζμπέξ-δζαηυπηεξ είκαζ ημκηά ζημ β- θςζθμνζηυ ημο GTP. 

Έηζζ, μζ αθθαβέξ ζηδ 

δζαιυνθςζδ αοηχκ ηςκ 

πενζμπχκ ειπθέημκηαζ 

ζηδκ πνυζδεζδ ηςκ 

νοειζζηζηχκ πνςηεσκχκ 

ηαζ ζηδ ιεηαβςβή ημο 

ζήιαημξ ζε ηαεμδζημφξ 

ζηυπμοξ [118], [119]. 

Όιςξ, αθθδθμοπίεξ εηηυξ 

ηδξ πενζμπήξ ηδξ 

GTPάζδξ ιπμνεί κα 

ειπθέημκηαζ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιεηαλφ ηςκ ηεθεζηχκ. Όηακ δ RAS πνμζδέκεζ ημ 

GTP, δ ηφνζα πενζμπή πνυζδεζδξ ηςκ ηεθεζηχκ ζπδιαηίγεζ ιζα πνμζαάζζιδ εδθζά 

ζηδκ επζθάκεζα ηδξ πνςηεΐκδξ, δ μπμία πανμοζζάγεζ ορδθή ζοββέκεζα πνυζδεζδξ ιε 

πνςηεΐκεξ-ηεθεζηέξ [120] (εηθόλα Δ5).  

 

Δικόνα Δ5: Ζ δνκή ησλ πξσηετλψλ RAS. 
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1.5. ΚΤΣΣΑΡΗΚΖ ΒΗΟΛΟΓΗΑ ΣΧΝ RAS ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ  

 

Σα ηνία RAS βμκίδζα ηςδζημπμζμφκ βζα 4 ορδθήξ μιμθμβίαξ πνςηεΐκεξ 21kDa, ηδκ 

HRAS, ηδκ NRAS, ηδκ KRAS4A ηαζ ηδκ KRAS4B. Οζ KRAS4A ηαζ KRAS4B 

πνμηφπημοκ απυ εκαθθαηηζηυ ιάηζζια ζημ ηαναμλο-ηεθζηυ άηνμ. Σμ αιζκμ-ηεθζηυ 

ημιιάηζ (αιζκμλζηά ηαηάθμζπα 1-165) ηςκ HRAS, KRAS ηαζ NRAS πενζθαιαάκεζ 

ιζα ορδθά ζοκηδνδιέκδ G πενζμπή, πμο έπεζ ημζκή δμιή. Οζ πνςηεΐκεξ RAS 

δζαθένμοκ μοζζαζηζηά ζημ ηαναμλο-ηεθζηυ άηνμ, πμο είκαζ βκςζηυ ςξ 

οπενιεηααθδηή πενζμπή (hypervariable region). Αοηή δ πενζμπή απμηεθείηαζ απυ 

αιζκμλζηά ηαηάθμζπα, ηα μπμία ηαεμνίγμοκ ηζξ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ 

ηδξ πνςηεΐκδξ, μζ μπμίεξ είκαζ απαναίηδηεξ βζα ηδκ ζηυπεοζδ ηςκ RAS πνςηεσκχκ 

ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή πθεονά ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ (εηθόλα Δ6). 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα Δ6: Οη ηέζζεξηο ηζνκνξθέο ησλ RAS [1]. Οη HRAS, NRAS, KRAS4A θαη 

KRAS4B έρνπλ κεγάιν βαζκφ νκνινγίαο ζηελ G πεξηνρή (ακηλνμηθά θαηάινηπα 1-

165). Σα πξψηα 85 ακηλνμηθά θαηάινηπα είλαη ηαπηφζεκα θαη γηα ηηο 4 πξσηεΐλεο θαη 

θαζνξίδνπλ ηελ πξφζδεζε ζηελ δηθσζθνξηθή (GDP) θαη ηξηθσζθνξηθή (GTP) 

γνπαλνζίλε. ε απηά πεξηιακβάλνληαη ε πεξηνρή πξφζδεζεο ησλ θσζθνξηθψλ (P loop) 

θαη νη δηαθφπηεο Η θαη ΗΗ, πνπ ξπζκίδνπλ ηελ πξφζδεζε ησλ RAS κε κφξηα-ξπζκηζηέο 

θαη –ηειεζηέο. Σα επφκελα 80 ακηλνμηθά θαηάινηπα παξνπζηάδνπλ νκνινγία ~85-90%. 

Ζ θαξβνμπ-ηειηθή ππεξκεηαβιεηή πεξηνρή θαζνξίδεη ηνλ κεκβξαληθφ εληνπηζκφ κέζσ 

κεηα-κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ. 
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Μεθέηεξ βεκεηζηήξ ζε πμκηίηζα πνμηείκμοκ υηζ μζ RAS πνςηεΐκεξ έπμοκ ιμκαδζημφξ 

αθθά ηαζ επζηαθοπηυιεκμοξ νυθμοξ ζηδκ ακάπηολδ. Ζ KRAS είκαζ απαναίηδηδ βζα 

ηδκ ειανοζηή ακάπηολδ ηςκ πμκηζηχκ [121], [122]. Πμκηίηζα ζηα μπμία θείπεζ δ 

KRAS πνςηεΐκδ, πεεαίκμοκ απυ ακαζιία ηαζ εθαηηςιαηζηή ειανοζηή δπαηζηή 

ενοενμπμίδζδ ηδκ 12δ-14δ ιένα ηδξ ηομθμνίαξ [121], [123]. Ακηίεεηα, πμκηίηζα ζηα 

μπμία απμοζζάγμοκ μζ πνςηεΐκεξ HRAS ηαζ NRAS, πςνζζηά ή ζε ζοκδοαζιυ, 

ακαπηφζζμκηαζ θοζζμθμβζηά ηαζ είκαζ αζχζζια ηαζ βυκζια [124], [125]. οκδοάγμκηαξ 

ηζξ παναηδνήζεζξ ζε αζεεκείξ ηαζ ηζξ ζημπεοιέκεξ βεκεηζηέξ ιεθέηεξ ζε πμκηίηζα, 

πνμηφπηεζ υηζ μζ HRAS, KRAS ηαζ NRAS έπμοκ ηυζμ ιμκαδζημφξ υζμ ηαζ ημζκμφξ 

νυθμοξ ζηδκ ακάπηολδ ηαζ μιμζυζηαζδ ηςκ ζζηχκ. 

Οζ δζαθμνέξ ζηδκ οπενιεηααθδηή πενζμπή ηςκ αθθδθμοπζχκ ηςκ RAS πνςηεσκχκ 

ηαεμνίγμοκ ηζξ δζαθμνέξ ζηζξ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ημοξ, ηδ ιεηαθμνά 

ημοξ ιέζα ζημ ηφηηανμ, ηδκ εκηυπζζή ημοξ (αθθδθεπίδναζή ημοξ ιε ηδκ ηοηηανζηή 

ιειανάκδ) ηαζ ηεθζηά ηζξ δζαθμνέξ ημοξ ζηζξ αζμθμβζηέξ δναζηδνζυηδηεξ πμο 

ηαεμνίγμκηαζ απυ ημκ ζοκεκημπζζιυ ημοξ ιε ιυνζα πμο νοειίγμοκ ηδκ εκενβυηδηά 

ημοξ, υπςξ μζ GAPs ηαζ μζ GEFs ηαεχξ ηαζ ιε ιυνζα πμο αθθδθεπζδνμφκ ακμδζηά, 

υπςξ μζ οπμδμπείξ ηζκάζδξ ηονμζίκδξ (RTKs) ηαζ μζ οπμδμπείξ πμο είκαζ ζογεοβιέκμζ 

ιε G-πνςηεΐκεξ (GPCRs), αθθά ηαζ ηαεμδζηά υπςξ δ PI3K. Σα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ 

RAS, βζα ηαζνυ εεςνμφκηακ υηζ ήηακ υιμζα θεζημονβζηά ελαζηίαξ ηδξ ορδθήξ 

μιμθμβίαξ ηςκ αθθδθμοπζχκ ημοξ, ηδξ ημζκήξ ακαβηαζυηδηαξ βζα «αβηονμαυθδζδ» 

ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ ηαζ ηδξ αζμπδιζηήξ ημοξ ζοββέκεζαξ βζα ημζκά ιυνζα-

ηεθεζηέξ in vitro. ηδκ πναβιαηζηυηδηα, ειθακίγμοκ ζδιακηζηέξ θεζημονβζηέξ 

δζαθμνέξ πμο πνμηφπημοκ απυ δζαθμνέξ ζηδ ιεηαθμνά ημοξ, ημκ εκημπζζιυ ημοξ ηαζ 

ακάθμβεξ θεζημονβίεξ πμο απμδίδμκηαζ ζηδ δζαθμνεηζηή επελενβαζία ημοξ [126].  

 

1.6. ΜΔΣΑ-ΜΔΣΑΦΡΑΣΗΚΔ ΣΡΟΠΟΠΟΗΖΔΗ ΣΧΝ RAS ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ 

 

Μεηά ηδκ ιεηάθναζδ ζηα νζαμζχιαηα, υθα ηα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ RAS οθίζηακηαζ 

ιζα μιάδα ημζκχκ ιεηα-ιεηαθναζηζηχκ ηνμπμπμζήζεςκ. Σα κεμζοκηζεέιεκα ιυνζα 

RAS θανκεζοθζχκμκηαζ ή βενακοθζχκμκηαζ ζηδκ ηοζηεΐκδ ημο ηαναμλο-ηεθζημφ 

CAAX ιμηίαμο απυ ημ έκγοιμ θανκεζοθ-ηνακθενάζδ (FTase), μδδβχκηαξ ηζξ 

πνςηεΐκεξ ζημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ, υπμο οθίζηακηαζ πνςηεμθοηζηή δζάζπαζδ ημο 
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–AAX ιμηίαμο απυ ιζα εκδμπεπηζδάζδ, έκγοιμ-ιεηαηνμπέα ηδξ RAS (RceI), 

αημθμοεμφιεκδ απυ ηαναμλοιεεοθίςζδ ημο ηαναμλο-ηεθζημφ ηαηαθμίπμο ηδξ 

ηοζηεΐκδξ απυ ημ έκγοιμ ηαναμλοιεεοθηνακζθενάζδ 1 ηδξ ζζμπνεκοθηοζηεΐκδξ 

(Icmt1) [127], [128], [129], [130] (εηθόλα Δ7).  

 

 

 

ηδ ζοκέπεζα, αημθμοεεί πεναζηένς επελενβαζία, ηαεχξ μζ πνςηεΐκεξ δζένπμκηαζ απυ 

ημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ. Δζδζηά, δ δεφηενδ ζεζνά βεβμκυηςκ επελενβαζίαξ 

ζοιααίκεζ ζε άθθα ηαηάθμζπα ηοζηεΐκδξ ζημ ηαναμλο-ηεθζηυ άηνμ ηδξ πνςηεΐκδξ. 

ηδκ πενίπηςζδ ηδξ NRAS, ημ ηαηάθμζπμ ηοζηεΐκδξ ζηδ εέζδ 181 παθιζημτθζχκεηαζ 

εκχ ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ HRAS παθιζημτθζχκμκηαζ δφμ ηαηάθμζπα ηοζηεΐκδξ ζηζξ 

εέζεζξ 181 ηαζ 184 [126]. Γζα ηζξ HRAS ηαζ NRAS, αοηέξ μζ ηνμπμπμζήζεζξ 

πνδζζιεφμοκ ςξ ημ «δεφηενμ ζήια» πμο ηαηεοεφκεζ ηδκ πεναζηένς ιεηαθμνά ημοξ 

ζημ ελςηοηζηυ ιμκμπάηζ.  

Οζ πνςηεΐκεξ HRAS ηαζ NRAS πμο είκαζ ιεηαθθαβιέκεξ ζε αοηέξ ηζξ εέζεζξ 

ηοζηεΐκδξ ζηαιαημφκ ζηζξ εζςηενζηέξ ιειανάκεξ ηαζ δεκ ιεηαθένμκηαζ πεναζηένς 

[131]. Ζ KRAS4B δεκ οθίζηαηαζ παθιοημτθίςζδ, αθθά πζεακυκ δ ιεηαθμνά ηδξ ηαζ 

δ «αβηονμαυθδζή» ηδξ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ ζηδνίγεηαζ ζηδκ πμθοααζζηή 

πενζμπή ηδξ οπενιεηααθδηήξ πενζμπήξ ηδξ, πμο απμηεθείηαζ απυ ιζα αθοζίδα 

ηαηαθμίπςκ θοζίκδξ. Οζ πθήνςξ ηνμπμπμζδιέκεξ HRAS ηαζ NRAS ιεηαθένμκηαζ 

ιέζς ηςκ ηοζηζδίςκ πμο «εηαθαζηάκμοκ» απυ ηδ ζοζηεοή Golgi ζηδκ ηοηηανζηή 

ιειανάκδ. ε ζοκεήηεξ υπμο δ «εηαθάζηδζδ» ηςκ ηοζηζδίςκ ημο Golgi ζηαιαηά 

(16
o
C), μζ HRAS ηαζ NRAS ζηαιαημφκ ζηζξ εζςηενζηέξ ιειανάκεξ [132]. Ζ 

πμθοααζζηή πενζμπή ηδξ KRAS4B θεζημονβεί έηζζ χζηε κα ηαηεοεφκεζ ηδκ πνςηεΐκδ 

ζε δζαθμνεηζηυ ιμκμπάηζ ιεηαθμνάξ, ημ μπμίμ θαίκεηαζ κα ελανηάηαζ απυ ημοξ 

ιζηνμζςθδκίζημοξ. φιθςκα ιε ηδκ οπυεεζδ αοηή, ηιήιαηα ηδξ οπενιεηααθδηήξ 

πενζμπήξ ηδξ KRAS4B πνμζδέκμοκ ημοξ ιζηνμζςθδκίζημοξ υπμο δεκ είκαζ εθζηηυξ μ 

 

Δικόνα Δ7: Καηεξγαζία ηνπ θαξβνμπ-ηειηθνχ άθξνπ ησλ RAS πξσηετλψλ. Μία 

θαξλεζπι-ππξνθσζθνξηθή νκάδα πξνζηίζεηαη ζηα λενζπληηζέκελα κφξηα ras απφ ην 

έλδπκν θαξλεζπι-ηξαλζθεξάζε (FTάζε). ηε ζπλέρεηα, ζην ελδνπιαζκαηηθφ δίθηπν 

απνθφπηνληαη κε πξσηεφιπζε ηα ηξία ηειεπηαία ακηλνμέα απφ ηελ RCE1 θαη 

θαξβνμπκεζπιηψλεηαη ην θαηάινηπν ηεο θπζηεΐλεο (ICMT1) [2]. 
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ζπδιαηζζιυξ ηοζηζδίςκ πςνίξ, πανυθα αοηά, κα ειπμδίγεηαζ δ ιεηαθμνά ηδξ. Ζ 

KRAS4B πνμζδέκεζ, in vitro, ζε αηζκδημπμζδιέκμοξ απυ taxol ιζηνμζςθδκίζημοξ, ιε 

ηνυπμ πμο ελανηάηαζ απυ ηδκ ηαηάθθδθδ ζφκεεζδ ηαζ ηνμπμπμίδζδ ηδξ πμθοααζζηήξ 

πενζμπήξ [133]. Πανυθμ πμο θεπημιένεζεξ βζα ημ ζφζηδια ιεηαθμνάξ ηςκ 

ιζηνμζςθδκίζηςκ δεκ είκαζ βκςζηέξ, ηαηενβαζία ηςκ ηοηηάνςκ ιε taxol επζθεηηζηά 

ειπμδίγεζ ημ ζςζηυ εκημπζζιυ ηςκ κεμζοκηζεέιεκςκ ιμνίςκ KRAS4B [134]. 

Δκδζαθένμκ απμηεθεί ημ βεβμκυξ υηζ ημ πνμσυκ εκαθθαηηζημφ ιαηίζιαημξ KRAS4A 

πενζέπεζ οπενιεηααθδηή αθθδθμοπία πμο ζηενείηαζ ηδκ πμθοααζζηή πενζμπή ηδξ 

KRAS4B αθθά ηαηέπεζ έκα ηαηάθμζπμ ηοζηεΐκδξ ζηδ εέζδ 181, ημ μπμίμ είκαζ 

οπυζηνςια παθιοημτθίςζδξ ηαζ, ςξ ζοκέπεζα, ιεηαθένεηαζ ιέζς ημο ζοζηήιαημξ 

ηςκ ηοζηζδίςκ. Απυ αζμθμβζηήξ άπμρδξ, δ KRAS4A είκαζ πζμ υιμζα ιε ηδκ HRAS 

ζηδκ ζηακυηδηα ιεηαζπδιαηζζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ζηδκ πνυηθδζδ ηοηηανζηήξ 

ιεηακάζηεοζδξ απυ υ,ηζ δ KRAS4B [135]. 

Ζ ιεηα-ιεηαθναζηζηή πνμζεήηδ θζπζδίςκ ζηζξ πνςηεΐκεξ RAS ανέεδηε υηζ είκαζ 

ηαεμνζζηζηήξ ζδιαζίαξ βζα ηδ θεζημονβία ημοξ. Μζα ανπζηή ιεθέηδ ζε αοηυ ημ πεδίμ, 

δδιμζζεφεδηε ημ 1982, οπμδεζηκφμκηαξ υηζ δ χνζιδ ιμνθή ηδξ ζζηήξ πνςηεΐκδξ 

HRAS εκημπίγεηαζ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ [136]. Μενζημφξ ιήκεξ ανβυηενα 

απμδείπεδηε υηζ δ ζζηή HRAS παθιζημτθζχκεηαζ ζημ ηαναμλο-ηεθζηυ άηνμ, ιε ημ 

πνμζανηδιέκμ θζπίδζμ κα δζεοημθφκεζ ηδκ επαθή ιε ηδ ιειανάκδ [137]. Ζ 

θεζημονβζηή ζοζπέηζζδ ιεηαλφ ηδξ θζπζδζηήξ ηνμπμπμίδζδξ ηαζ ηδξ θεζημονβίαξ ηδξ 

RAS έβζκε απυ ηδκ μιάδα ημο Douglas Lowry ημ 1984, δ μπμία έδεζλε υηζ δ 

πνυζδεζδ ημο θζπζδίμο ηαζ δ επαθή ιε ηδ ιειανάκδ είκαζ απαναίηδηα βζα ηδκ 

ιεηαζπδιαηζζηζηή δνάζδ ηδξ ζζηήξ HRAS μβημπνςηεΐκδξ [138], [139]. Γμοθεφμκηαξ 

ιε ηδκ ηοηηανζηή HRAS, δ μιάδα ημο Stuart Aaronson απέδεζλε υηζ αοηή δ 

ηνμπμπμίδζδ ημο ηαναμλοηεθζημφ άηνμο ηαζ δ πνμζέθηοζδ ηδξ RAS ζηδκ ιειανάκδ 

είκαζ ιζα πνμτπυεεζδ βζα ηδκ αζμπδιζηή εκενβμπμίδζή ηδξ [140]. 

Οζ ιμνζαημί ιδπακζζιμί ηδξ πνυζδεζδξ θζπζδίςκ ζηδκ πνςηεΐκδ RAS 

δζαθεοηάκεδηακ ηα επυιεκα 5 πνυκζα ιέζς ιζαξ ζεζνάξ παναηδνήζεςκ 

πνδζζιμπμζχκηαξ βεκεηζηή γοιμιφηδηα, πνςηεσκζηή αζμπδιεία ηαζ in vitro ηοηηανζηά 

ζοζηήιαηα [141], [142], [143], [144], [145], [146]. 

Ακαζημθείξ ηδξ θανκεζοθηνακζθενάζδξ έπμοκ ακαπηοπεεί ςξ πζεακή εεναπεία βζα 

ημκ ηανηίκμ ιε αάζδ ηα δεδμιέκα πμο δείπκμοκ υηζ δ ιεηα-ιεηαθναζηζηή δζαδζηαζία 

απυ ηζξ πνεκοθ-ηνακζθενάζεξ είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδ αζμθμβζηή δναζηδνζυηδηα ηςκ 
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θοζζμθμβζηχκ ηαζ ηςκ μβημβεκχκ RAS πνςηεσκχκ [147]. Πανυθα αοηά, μζ KRAS ηαζ 

NRAS δζαθεφβμοκ ηδ θεζημονβζηή αδνακμπμίδζδ ιε ημ κα οπυηεζκηαζ ζε βενακοθ-

βενακοθίςζδ, ηάηζ ημ μπμίμ πζεακυκ ελδβεί ηδκ απμβμδηεοηζηή ηθζκζηή 

απμηεθεζιαηζηυηδηα αοηχκ ηςκ ακαζημθέςκ [148]. ηδκ εηθόλα Δ8 απμδίδμκηαζ 

ζοκμπηζηά μζ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ηςκ ηεζζάνςκ ζζμιμνθχκ ηςκ RAS 

πνςηεσκχκ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.7. ΔΝΣΟΠΗΜΟ ΣΧΝ RAS ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ Δ ΓΟΜΔ ΣΖ ΚΤΣΣΑΡΗΚΖ 

ΜΔΜΒΡΑΝΖ 

 

Οζ δζαθμνεηζηέξ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ηςκ ιεθχκ ηδξ μζημβέκεζαξ RAS 

παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζημ πχξ ηαζ πμφ ιπμνμφκ κα εκημπζζημφκ ζηδκ ηοηηανζηή 

ιειανάκδ. Ζ ηοηηανζηή ιειανάκδ απμηεθείηαζ απυ έκα δοκαιζηυ πμθφπθμημ 

ιςζασηυ δζαθμνεηζηχκ θζπζδζηχκ ηαζ πνςηεσκζηχκ ζοζηαηζηχκ. Ζ ζδιακηζηυηδηα ηδξ 

εηενμβέκεζαξ ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ βζα ημκ εκημπζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ RAS ηαζ 

ζοκεπχξ ηαζ βζα ηδ θεζημονβία ημοξ, είκαζ έκα εκενβυ ηαζ ηαζκμηυιμ πεδίμ ένεοκαξ, ημ 

μπμίμ έπεζ ήδδ απμδεζπεεί ζδιακηζηυ ζημκ ηαεμνζζιυ ηςκ δζαηνζηχκ θεζημονβζηχκ 

ηαοημηήηςκ ηςκ δζαθυνςκ ιεθχκ ηδξ μζημβέκεζαξ RAS [149], [150], [151]. 

Ο εκημπζζιυξ ηςκ πνςηεσκχκ RAS ιέζα ζηδ ιειανάκδ αθθάγεζ επίζδξ ακάθμβα ιε ημ 

ακ ημ ιυνζμ ανίζηεηαζ ζηδκ εκενβή ή ακεκενβή ιμνθή. Ζ HRAS ζηδκ ακεκενβή ηδξ 

Δικόνα Δ8: χλνςε ηεο νκνινγίαο ησλ κειψλ ηεο νηθνγέλεηαο RAS θαη ησλ κεηα-

κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ [3] 
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ιμνθή ανίζηεηαζ ηονίςξ ζε ζπεδίεξ θζπζδίςκ (lipid rafts) πθμφζζεξ ζε πμθδζηενυθδ 

ηαεχξ ηαζ ζε εβημθπχζεζξ ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ (caveolae) ζηζξ μπμίεξ 

εκημπίγεηαζ ζδιακηζηυξ ανζειυξ ιειανακζηχκ οπμδμπέςκ [152]. Δκενβμπμίδζδ ηδξ 

HRAS ηδκ μδδβεί ζε πενζμπέξ ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ, μζ μπμίεξ δεκ έπμοκ 

παναηηδνζζηεί αηυιδ ςξ πνμξ ηδ ζφζηαζή ημοξ ζε ζοβηεηνζιέκα θζπίδζα ή πνςηεΐκεξ. 

Γζα πανάδεζβια, δ ζηακυηδηα ηδξ HRAS κα απμιαηνφκεηαζ απυ ηζξ ζπεδίεξ θζπζδίςκ 

ελανηάηαζ απυ ηδκ φπανλδ ηδξ πενζμπήξ ζφκδεζδξ ηδξ οπενιεηααθδηήξ δμιήξ 

(αιζκμλζηά ηαηάθμζπα 166-179) [153]. Οζ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ HRAS
V12

 πμο 

ζηενμφκηαζ αοηή ηδκ πενζμπή ζφκδεζδξ, δεκ ιπμνμφκ κα ιεηακαζηεφζμοκ απυ ηζξ 

ζπεδίεξ θζπζδίςκ πανά ηδκ ζοκεπχξ εκενβή ηαηάζηαζή ημοξ [152]. 

Δκχ δ HRAS ελένπεηαζ απυ ηζξ πθμφζζεξ ζε πμθδζηενυθδ ζπεδίεξ θζπζδίςκ ιεηά ηδκ 

εκενβμπμίδζή ηδξ, απαζηεί ηαοηυπνμκα πμθδζηενυθδ βζα κα εκενβμπμζήζεζ, ιε ημκ 

ζςζηυ ηνυπμ, ιυνζα-ηεθεζηέξ. Μείςζδ ηδξ πμθδζηενυθδξ απυ ηζξ ηοηηανζηέξ 

ιειανάκεξ, είηε πδιζηά (π.π. ιε πνήζδ ηοηθμδεληνίκδξ) είηε ιε ηδκ έηθναζδ 

επζηναηχκ ιεηαθθαβιέκςκ ιδ θεζημονβζηχκ ιμνθχκ ηααεμθίκδξ πμο δεκ ιπμνμφκ κα 

δζαηζκήζμοκ ζςζηά ηδ πμθδζηενυθδ, αολάκεζ ηδκ πθεονζηή ηζκδηζηυηδηα ηδξ HRAS 

ιέζα ζηδκ ιειανάκδ ηαζ πανειπμδίγεζ ηδ θεζημονβία ηδξ. Πανυθμ πμο δ HRAS 

δζαηδνεί ηδκ ζηακυηδηά ηδξ κα ζηναημθμβεί ηδκ RAF (αθέπε ζεθ. 28) ζε ηοηηανζηέξ 

ιειανάκεξ ιε ιεζςιέκδ πμθδζηενυθδ, δεκ ιπμνεί κα ηδκ εκενβμπμζήζεζ [154].  

Αοηή δ παναηήνδζδ αθμνά εζδζηά ηδκ HRAS. Ζ KRAS4B ζδιαημδμηεί ηαζ 

ιεηακαζηεφεζ πςνίξ κα επδνεάγεηαζ απυ ημ πενζεπυιεκμ ηδξ ιειανάκδξ ζε 

πμθδζηενυθδ. Ζ KRAS4B έπεζ παναηδνδεεί υηζ δεκ οπάνπεζ ζηζξ ζπεδίεξ θζπζδίςκ, 

ζηζξ μπμίεξ δ HRAS ζοζζςνεφεηαζ [149]. Ζ NRAS, υπςξ ηαζ δ HRAS, εκημπίγεηαζ 

ζηζξ ζπεδίεξ θζπζδίςκ, αθθά δεκ ζοκδέεηαζ ιε ηζξ εβημθπχζεζξ ηδξ ηοηηανζηήξ 

ιειανάκδξ (caveolae) [155]. Σμ βεβμκυξ αοηυ οπμδδθχκεζ δφμ πζεακά ιμκηέθα βζα ηδ 

ζπέζδ ηςκ RAS πνςηεσκχκ ηαζ ηδξ εηενμβεκμφξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ: (1) 

εληνπηζκόο ζε κηθξνδνκέο ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ, ζηζξ μπμίεξ ηα ιέθδ ηδξ 

μζημβέκεζαξ RAS μδδβμφκηαζ ηαζ πνμζανημφκηαζ, ιε ηνζηήνζμ ημκ πχνμ ηαζ ηδ 

ζφζηαζδ ζοβηεηνζιέκςκ ιζηνμδμιχκ, ή (2) πξνζβαζηκόηεηα ζε κηθξνδνκέο, ζηζξ 

μπμίεξ ηα ιυνζα RAS δεκ ζημπεφμοκ ηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ αθθά δζαθένμοκ ζηδκ 

εθεοεενία ιε ηδκ μπμία δζαπέμκηαζ πθεονζηά ζε αοηή ηαζ έηζζ πνμζεββίγμοκ ηζξ 

δζάθμνεξ ιζηνμδμιέξ πμο εα ηα ζοιπενζθάαμοκ [154]. Ο εκαθθαζζυιεκμξ 

εκημπζζιυξ ηδξ HRAS, υπςξ οπαβμνεφεηαζ απυ ηδκ εκενβή ή ηδκ ακεκενβή ιμνθή 
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ηδξ, οπμζηδνίγεζ ηαζ ηα δφμ ιμκηέθα, υπμο δ πδιδηή ζφζηαζδ ηαζ δ δζαιυνθςζδ ηςκ 

ηαναμλο-ηεθζηχκ άηνςκ ηδξ HRAS ηαζ μζ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ηδξ 

ηαεμνίγμοκ ηδ ζοββέκεζα ιε ηδ ζοβηεηνζιέκδ θζπμπνςηεσκζηή ζφζηαζδ ηδξ 

ιειανάκδξ. ε πμζηίθεξ δζαιμνθχζεζξ, ηαζ ζε ζοκάνηδζδ ιε δζάθμνμοξ πνμζδέηεξ, 

αοηή δ ζοββέκεζα ιπμνεί κα αθθάλεζ, επδνεάγμκηαξ ηδκ πνυζααζδ ημο ιμνίμο ζε 

πενζμπή ηδξ ιειανάκδξ ιε δζαθμνεηζηέξ πδιζηέξ ζδζυηδηεξ. ηδκ εηθόλα Δ9 

πανμοζζάγεηαζ δ ακαηφηθςζδ ηςκ RAS πνςηεσκχκ [2].  

Έπμοκ επίζδξ πανμοζζαζηεί ιεθέηεξ βζα ημκ ιειανακζηυ εκημπζζιυ πνςηεσκζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ πμο νοειίγμοκ ηδ θεζημονβία ηςκ RAS. Γζα πανάδεζβια, δ 

αθθδθεπίδναζδ ιε ηδκ galectin-1 ζηαεενμπμζεί ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηδξ εκενβμφξ H-

RAS ιε ηζξ ιζηνμδμιέξ πμο δεκ πενζέπμοκ ζπεδίεξ θζπζδίςκ [151]. Αοηή δ 

αθθδθεπίδναζδ παναηείκεζ ηδ δναζηζηυηδηα ηδξ RAS ςξ απυηνζζδ ζηδ δζέβενζδ ιε 

EGF ηαζ ηαηεοεφκεζ ηδκ εκενβμπμζδιέκδ RAS κα αθθδθεπζδνάζεζ επζθεηηζηά ιε ηδκ 

Δικόνα Δ9: Αλαθχθισζε ησλ RAS πξσηετλψλ. Οη θπηηαξνπιαζκαηηθέο RAS 

κεηαθέξνληαη κέζσ ηνπ ελδνπιαζκαηηθνχ δηθηχνπ φπνπ επεμεξγάδνληαη κεηα-

κεηαθξαζηηθά απφ ηελ θαξλεζπι-ηξαλζθεξάζε. Ζ θαξλεζπιησκέλε KRAS4B 

κεηαθέξεηαη θαηεπζείαλ ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε κέζσ άγλσζηνπ 

κεραληζκνχ, ελψ νη H-, N- θαη KRAS4A κεηαβαίλνπλ κέζσ ηεο ζπζθεπήο Golgi θαη 

πθίζηαληαη παικηηνυιίσζε πξηλ εγθαηαζηαζνχλ ζηηο πινχζηεο κε ρνιεζηεξφιε 

εγθνιπψζεηο ηεο θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο. Δπαξθήο ελεξγνπνίεζε απηψλ ησλ 

RAS πξσηετλψλ κπνξεί λα αιιάμεη ηνλ εληνπηζκφ ηνπο ζε πην εηδηθέο κηθξνπεξηνρέο 

ηεο κεκβξάλεο γηα λα ζηξαηνινγήζνπλ κφξηα-ηειεζηέο. Ζ H- θαη ε NRAS 

ελδνθπηψλνληαη θαη απν-παικηηπιηψλνληαη θαη επηζηξέθνπλ πίζσ ζηε ζπζθεπή Golgi, 

φπνπ αλαθπθιψλνληαη. Οη νπβηθνπηηηλησκέλεο H- θαη NRAS πνπ βξίζθνληαη ζηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε νδεγνχληαη ζηα ελδνζψκαηα [2]. 
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Raf αθθά υπζ ιε ηδκ PI3K [156]. Ζ galectin-3 ζοιιεηέπεζ ζε ιζα πανυιμζα 

αθθδθεπίδναζδ αθθά απμηθεζζηζηά ιε ηδκ KRAS4B ηαζ ελαζεεκεί ηδ ζδιαημδυηδζδ 

ηδξ RAS πνμξ ηα ιυνζα-ηεθεζηέξ [157]. 

Ο ανζειυξ ηαζ δ εέζδ ηςκ αιζκμλζηχκ ηαηαθμίπςκ πμο παθιζημτθζχκμκηαζ 

πνμζδίδμοκ ελεζδίηεοζδ ζηδκ δζαηίκδζδ ηαεχξ ηαζ ημκ εκημπζζιυ ηςκ RAS 

πνςηεσκχκ. Γζα πανάδεζβια, δ αβνίμο ηφπμο HRAS, δ μπμία οπυηεζηαζ ζε 

παθιζημτθίςζδ ζηα ηαηάθμζπα ηοζηεΐκδξ ζηζξ εέζεζξ 181 ηαζ 184, υηακ 

παθιζημτθζχκεηαζ ιυκμ ζηδκ ηοζηεΐκδ 181 (δ ηοζηεΐκδ 184 έπεζ ιεηαθθαπεεί ζε 

ζενίκδ) δζαηζκείηαζ ιε πανυιμζμ ηνυπμ ιε ηδκ αβνίμο ηφπμο ηαζ ειθακίγεζ έκημκμ 

εκημπζζιυ ζηδ ζοζηεοή Golgi, ζημ εκδμπθαζιαηζηυ δίηηομ ηαζ ζηδκ ηοηηανζηή 

ιειανάκδ. Απυ ηδκ άθθδ πθεονά, παθιζημτθίςζδ ιυκμ ζηδκ ηοζηεΐκδ 184 (δ 

ηοζηεΐκδ 181 έπεζ ιεηαθθαπεεί ζε ζενίκδ), μδδβεί ζε ζοζζχνεοζδ ηδξ HRAS ζηδ 

ζοζηεοή Golgi, ιε εθάπζζημ εκημπζζιυ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ, οπμδδθχκμκηαξ 

υηζ αοηή δ πνεκοθίςζδ είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδ ζςζηή ιεηαθμνά ηδξ HRAS ή ηδκ 

παναιμκή ηδξ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ [131]. Γεδμιέκδξ ηδξ ελεζδίηεοζδξ ημο 

ιδπακζζιμφ ιεηαθμνάξ ηαζ εκημπζζιμφ ηςκ RAS πνςηεσκχκ πμο πνμηφπηεζ απυ ηα 

παναπάκς βεβμκυηα πνεκοθίςζδξ, μ ακςηένς πενζβναθυιεκμξ ιδπακζζιυξ 

παθίκδνμιδξ ιεηαθμνάξ ειπμδίγεζ ηα ιυνζα ηςκ RAS πνςηεσκχκ ζημ κα εκημπίγμκηαζ 

ιδ εζδζηά ζε πενζμπέξ ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ, υηακ απμαηοθζχκμκηαζ [158]. 

Δηηυξ απυ ημοξ θεζημονβζημφξ πθδεοζιμφξ ηςκ RAS πνςηεσκχκ πμο ανίζημκηαζ ζηδκ 

ηοηηανζηή ιειανάκδ, χνζια, θεζημονβζηά RAS ιυνζα οπάνπμοκ ζηζξ εζςηενζηέξ 

ιειανάκεξ ημο ηοηηάνμο, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ημο εκδμπθαζιαηζημφ δζηηφμο ηαζ 

ηδξ ζοζηεοήξ Golgi [132] υπμο πνμζδέκμοκ ηαζ ζδιαημδμημφκ ιυνζα-ηεθεζηέξ. Πχξ 

αοηυξ μ πθδεοζιυξ πμο ανίζηεηαζ ζηζξ εζςηενζηέξ ιειανάκεξ ζπεηίγεηαζ ιε ηα ιυνζα 

πμο ηαηεοεφκμκηαζ πνμξ ηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ παναιέκεζ άβκςζημ. Φαίκεηαζ 

πάκηςξ υηζ δ ακαζηνερζιυηδηα ηδξ παθιζημτθίςζδξ είκαζ πζεακυκ έκα ζδιακηζηυ 

βεβμκυξ ζηδκ ηοηθμθμνία ηςκ RAS ιμνίςκ ιέζα, έλς ηαζ ιεηαλφ ηςκ ιειανακχκ. Ζ 

θανκεζοθίςζδ απυ ιυκδ ηδξ έπεζ δεζπεεί υηζ είκαζ ακεπανηήξ κα αβηονμαμθήζεζ ηζξ 

πνςηεΐκεξ ζηδ θζπζδζηή δζπθμζηζαάδα ηαζ έκα κέμ ιμκηέθμ νφειζζδξ ηςκ RAS πμο 

πνμζδίδεζ ιεβάθδ αανφηδηα ζηδκ ακαζηνερζιυηδηα ημο «δεφηενμο ζήιαημξ» 

βεβμκυηςκ παθιζημτθίςζδξ πμο οθίζηακηαζ μζ NRAS ηαζ HRAS έπεζ ανπίζεζ κα 

ειθακίγεηαζ [146], [158]. Οζ παθιζημτθζςιέκεξ RAS πνςηεΐκεξ ζηδκ ηοηηανζηή 

ιειανάκδ πάκμοκ ημκ ζφκδεζιμ ιε ηδκ δζπθμζηζαάδα θζπζδίςκ, ιε απχθεζα ηςκ 
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παθιζημτθζςιέκςκ ηαηαθμίπςκ πμο δζαηζκμφκηαζ ιε ακηίζηνμθμ ηνυπμ απυ ηδκ 

ηοηηανζηή ιειανάκδ ζηδ ζοζηεοή Golgi. Δηεί ζοκακημφκ ηζξ παθιζημτθ-

ηνακζθενάζεξ, ακαηημφκ ηζξ ηνμπμπμζήζεζξ ημοξ ηαζ επακένπμκηαζ ζημ ελςηνζκέξ 

ιμκμπάηζ ιεηαθμνάξ απυ ηδ ζοζηεοή Golgi ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ [159]. Βάζεζ 

ημο δζαθμνεηζημφ ααειμφ παθιοημτθίςζδξ αοηχκ ηςκ πνςηεΐκςκ (δ NRAS 

οθίζηαηαζ παθιζημτθίςζδ ζε έκα ηαηάθμζπμ ηοζηεΐκδξ εκχ δ HRAS ζε δφμ), 

αολάκεηαζ δ πζεακυηδηα μζ ζδιακηζηέξ αοηέξ δζαθμνέξ κα έπμοκ ακηίηηοπμ ζηδ 

θεζημονβζηυηδηα ηςκ πνςηεσκχκ. Δθυζμκ μ νοειυξ απχθεζαξ ηδξ παθιζημτθίςζδξ 

ηαεμνίγεζ ηδκ έηηαζδ παναιμκήξ ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ, δ HRAS ακαηοηθχκεηαζ 

πενίπμο ιε ημκ ιζζυ νοειυ ηδξ NRAS ηαζ παναιέκεζ βζα ιεβαθφηενμ δζάζηδια ζηδ 

ιειανάκδ, ιζα δζαθμνά πμο ιπμνεί κα επδνεάζεζ ηδ δζαεεζζιυηδηά ημοξ ζηα ιυνζα-

ηεθεζηέξ ηαζ ηα νοειζζηζηά ιυνζα πμο έπμκηαζ ηδξ εκενβμπμίδζδξ. Δπίζδξ, ηαεχξ ηα 

ιυνζα αοηά πάκμοκ ηδκ παθιζημτθίςζή ημοξ ηαζ λεηζκμφκ ηδκ ακηίζηνμθδ πμνεία 

πνμξ ημ Golgi, ιπμνεί κα ιεηαθένμκηαζ ζηδκ εκενβή ημοξ ιμνθή ή κα έπμοκ 

πνμζδέζεζ ιυνζα-ηεθεζηέξ, πανέπμκηαξ έκακ πζεακυ ιδπακζζιυ εκημπζζιμφ εκενβχκ 

ιμνίςκ RAS ηαζ εκενβχκ ζοιπθεβιάηςκ ζδιαημδυηδζδξ ζηζξ εζςηενζηέξ ιειανάκεξ 

ημο ηοηηάνμο.  

Ζ KRAS4B πενζέπεζ μηηχ ηαηάθμζπα θοζίκδξ ζημ ηαναμλο-ηεθζηυ άηνμ ηδξ, ηα 

μπμία πνμζθένμοκ έκα εεηζηυ θμνηίμ, ζηακυ βζα δθεηηνμζηαηζηή αθθδθεπίδναζδ ιε 

ηζξ ανκδηζηά θμνηζζιέκεξ ηεθαθέξ ηςκ θςζθμθζπζδίςκ ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ. 

Αοηή δ αθθδθεπίδναζδ δζαθένεζ απυ ηδ θοζζηή αθθδθεπίδναζδ πμο ειθακίγεηαζ 

ζηδκ πενίπηςζδ ηςκ HRAS ηαζ NRAS, μζ μπμίεξ αβηονμαμθμφκ ιέζα ζηδκ 

ηοηηανζηή ιειανάκδ ιέζς ηςκ παθιζημτθίςκ ηδξ οπενιεηααθδηήξ πενζμπήξ ηαζ 

οπυηεζκηαζ ζε έκα ηεθείςξ δζαθμνεηζηυ ζφζηδια νφειζζδξ. Σα άθθα δφμ ηαηάθμζπα 

ημο πμθοααζζημφ ιμηίαμο ηδξ KRAS4B, δ ζενίκδ 181 ηαζ δ ενεμκίκδ 183 απμηεθμφκ 

οπμζηνχιαηα βζα θςζθμνοθίςζδ απυ ηδκ PKC (ιε ηδκ ζενίκδ 181 κα είκαζ δ ηφνζα 

εέζδ θςζθμνοθίςζδ). Σμ απμηέθεζια ηδξ θςζθμνοθίςζδξ αοηχκ ηςκ ηαηαθμίπςκ 

είκαζ κα ελμοδεηενχκεζ ημ εεηζηυ θμνηίμ ηςκ ααζζηχκ ηαηαθμίπςκ ηαζ κα δζαηυπηεζ 

ηδκ δθεηηνμζηαηζηή αθθδθεπίδναζδ ηδξ KRAS4B ιε ηδκ ανκδηζηά θμνηζζιέκδ 

θζπζδζηή δζπθμζηζαάδα, ιε έκα ιδπακζζιυ πμο πενζβνάθεηαζ ςξ «θανκεζοθ-

δθεηηνμζηαηζηυξ» δζαηυπηδξ. Αοηυ μδδβεί ζηδκ «εζςηενίηεοζδ» (internalization) ηδξ 

KRAS4B [160].  
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1.8. ΠΡΧΣΔΨΝΔ RAS ΚΑΗ ΜΔΣΑΓΧΓΖ ΖΜΑΣΟ 

 

Οζ πνςηεΐκεξ RAS νοειίγμοκ ηδκ απυηνζζδ ημο ηοηηάνμο ζε πμθθά ελςηοηηάνζα 

ενεείζιαηα, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ δζαθοηχκ αολδηζηχκ παναβυκηςκ. Ζ 

πνυζδεζδ ηςκ αολδηζηχκ παναβυκηςκ ζημοξ οπμδμπείξ ηδξ ηοηηανζηήξ ιειανάκδξ 

πνμηαθεί αθθαβέξ ζηδκ εκδμηοηηάνζα δζαιυνθςζή ημοξ χζηε κα αθθδθεπζδνμφκ ιε 

ιυνζα-πνμζανιμζηέξ ηαζ πνςηεΐκεξ-δζαηυπηεξ ζήιαημξ. Ακάιεζα ζε αοηά είκαζ ηαζ 

πανάβμκηεξ ακηαθθαβήξ κμοηθεμηζδίςκ βμοακίκδξ (GEFs), υπςξ είκαζ ηα ιέθδ ηδξ 

μζημβέκεζαξ SOS. Οζ πανάβμκηεξ αοημί εηημπίγμοκ ηα κμοηθεμηίδζα βμοακίκδξ ηαζ 

επζηνέπμοκ παεδηζηή πνυζδεζδ ημο GTP, ημ μπμίμ είκαζ ζε πενίζζεζα ζημ 

ηοηηανυπθαζια ζπεηζηά ιε ημ GDP. Οζ RAS-GTP πνςηεΐκεξ ιπμνμφκ κα 

αθθδθεπζδνάζμοκ παναβςβζηά ιε πάκς απυ 20 ηεθεζηέξ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηδξ 

πνςηεΐκδξ RAF, ηδξ PI3K ηαζ ηδξ RALGDS, πνμηεζιέκμο κα νοειίζμοκ πμζηίθεξ 

ηοηηανζηέξ απμηνίζεζξ υπςξ μ πμθθαπθαζζαζιυξ, δ επζαίςζδ ηαζ δ δζαθμνμπμίδζδ 

[161], [162]. Ο ααειυξ ηαζ δ δζάνηεζα ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ RAS ιπμνεί 

κα δζαδναιαηίζεζ ηαεμνζζηζηυ νυθμ ζηζξ απμθάζεζξ βζα ηδκ ηφπδ ημο ηοηηάνμο. Γζα 

πανάδεζβια, ζηα PC12 ηφηηανα αδεκμθαζμπνςιμηοηχιαημξ ανμοναίμο, πανμδζηή 

εκενβμπμίδζδ ηδξ RAS ιέζς ζδιαημδυηδζδξ απυ ημκ επζδενιζηυ αολδηζηυ 

πανάβμκηα δναζηδνζμπμζεί ημκ πμθθαπθαζζαζιυ, εκχ δ ζοκεπήξ εκενβμπμίδζδ ηδξ 

RAS απυ ημκ κεονμ-αολδηζηυ πανάβμκηα επάβεζ ηδ δζαθμνμπμίδζδ [163], [164], 

[165], [166], [167]. Οζ πνςηεΐκεξ RAS νοειίγμκηαζ ανκδηζηά απυ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο 

εκενβμπμζμφκ ηδ GTPάζδ (GAPs) ζηαεενμπμζχκηαξ ηδκ ορδθήξ εκένβεζαξ 

ιεηαααηζηή ηαηάζηαζδ ηαηά ηδκ ακηίδναζδ οδνυθοζδξ ηδξ RAS-GTP. 

Μέπνζ ζήιενα, μζ πνμζπάεεζεξ κα ακαπηοπεμφκ εεναπείεξ πμο ζημπεφμοκ ηζξ 

πνςηεΐκεξ RAS είπακ ιζηνή επζηοπία ηαζ μζ ενεοκδηέξ έπμοκ ζηνέρεζ ημ εκδζαθένμκ 

ημοξ ζηα ιυνζα πμο εκενβμπμζμφκηαζ απυ ηζξ RAS. Ανπζηέξ ιεθέηεξ απμηάθορακ υηζ 

ζοκήεςξ μζ RAS ζδιαημδμημφκ ιέζς εκυξ πενζμνζζιέκμο ανζειμφ ιμκμπαηζχκ, 

ζοπκά ιε δζαθμνεηζηυ αζμθμβζηυ απμηέθεζια. Μεηαβεκέζηενδ δμοθεζά έδεζλε έκα πζμ 

εηηεηαιέκμ ζφκμθμ ιμνίςκ-ηεθεζηχκ ηαζ ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ πμο 

εκενβμπμζμφκηαζ απυ ηζξ RAS, ημ μπμίμ ζοκεπχξ ιεβαθχκεζ ηαζ εα αμδεήζεζ, πςνίξ 

αιθζαμθία, ζηδκ πεναζηένς ηαηακυδζδ ημο πμζηίθμο εφνμοξ απμηεθεζιάηςκ πμο έπεζ 

δ ζδιαημδυηδζδ ηςκ RAS ιέζα ζημ ηφηηανμ [118], [168]. 
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Μυνζμ-ηεθεζηήξ εεςνείηαζ ιζα πνςηεΐκδ ιε ζζπονή πνμζδεηζηή ζηακυηδηα ζηδκ 

εκενβή ιμνθή ηδξ RAS ηαζ ηδξ μπμίαξ δ πνυζδεζδ επδνεάγεηαζ απυ ιεηαθθάλεζξ 

ζηδκ ηφνζα πενζμπή αθθδθεπίδναζδξ ηςκ RAS ιε ηα ιυνζα-ηεθεζηέξ (ηαηάθμζπα 32-

40). Δπζπθέμκ, δ θεζημονβία ημο ιμνίμο-ηεθεζηή εα πνέπεζ κα νοειίγεηαζ απυ ηδκ 

αθθδθεπίδναζή ημο ιε ηδ RAS, βζα πανάδεζβια απυ αθθαβέξ (1) ζημκ οπμηοηηανζηυ 

εκημπζζιυ ημο ηεθεζηή (ζηναημθυβδζδ), (2) ζηδκ εββεκή ηαηαθοηζηή δναζηζηυηδηα 

(αθθμζηενζηή νφειζζδ) ή (3) ζηδκ αθθδθεπίδναζδ ιε άθθα ζοζηαηζηά ημο 

ιμκμπαηζμφ ζδιαημδυηδζδξ (ζπδιαηζζιυξ ζοιπθέβιαημξ). Δπίζδξ, δ αζμθμβζηή 

δναζηδνζυηδηα ηδξ RAS εα πνέπεζ κα ελανηάηαζ απυ ηδ θεζημονβία ημο ιμνίμο-

ηεθεζηή, ηάηζ πμο επζαεααζχκεηαζ απυ δζαθμνεηζηέξ πεζναιαηζηέξ πνμζεββίζεζξ, υπςξ 

ιμνθέξ ηςκ RAS ιεηαθθαβιέκεξ ζηδκ πενζμπή πνυζδεζδξ ηςκ ηεθεζηχκ, 

θανιαηεοηζημφξ ακαζημθείξ ηδξ θεζημονβίαξ ηςκ ιμνίςκ-ηεθεζηχκ ηαζ ηφηηανα πμο 

δεκ εηθνάγμοκ ιυνζα-ηεθεζηέξ, πνδζζιμπμζχκηαξ, βζα πανάδεζβια, ιζηνά 

πανειααθθυιεκα ιυνζα RNA (siRNA) ηαζ ζημπεφμκηαξ βεκεηζηά ηα ιυνζα-ηεθεζηέξ 

[162]. 

Σα επζαεααζςιέκα ηαεχξ ηαζ ηα θενυιεκα ςξ ιυνζα-ηεθεζηέξ παναηηδνίγμκηαζ απυ 

ιζα πενζμπή πνυζδεζδξ ηςκ RAS. Σμοθάπζζημκ ηνεζξ δζαηνζηέξ αθθδθμοπίεξ ηςκ 100 

αιζκμλζηχκ ηαηαθμίπςκ έπμοκ ηαοημπμζδεεί. Σέημζεξ είκαζ: δ πενζμπή πνυζδεζδξ ηςκ 

RAS (RAS-binding domain, RBD) ζηζξ πνςηεΐκεξ RAF ή Tiam1, μζ πενζμπέξ 

πνυζδεζδξ ηςκ RAS πμο ανίζημκηαζ ζηζξ ηζκάζεξ ηςκ 3-θςζθμσκμζζηζδίςκ ηάλδξ Η 

(PI3K-RBD) ηαζ μζ πενζμπέξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηζξ RAS (RA, ανπζηά 

ηαοημπμζήεδηακ ςξ μιυθμβδ αθθδθμοπία ζηζξ RalGDS ηαζ AF-6) ηαζ ανέεδηακ ζηδκ 

πθεζμρδθία ηςκ ιμνίςκ-ηεθεζηχκ ηςκ RAS [169], αθθά ηαζ ζε πμθθέξ πνςηεΐκεξ πμο 

δεκ έπμοκ παναηδνδεεί κα αθθδθεπζδνμφκ ιε ηζξ RAS (εηθόλα Δ10).  

 

 

 

 

 

 

Δικόνα Δ10: Σν δίθηπν ζεκαηνδφηεζεο ησλ RAS πξσηετλψλ [2] 
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Ζ ζηακυηδηα ηςκ ζοκεπχξ εκενβχκ, ιεηαθθαβιέκςκ ιμνθχκ ηςκ RAS κα πνμηαθμφκ 

ηοηηανζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ έπεζ απμηεθέζεζ ηδ αάζδ εηηεηαιέκςκ ιεθεηχκ ηςκ 

ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ πμο εκενβμπμζμφκηαζ απυ ηζξ RAS. Ζ RAS επάβεζ 

πμζηζθμηνυπςξ ημκ ηαημήεδ ιεηαζπδιαηζζιυ, ηαζ μζ ιέεμδμζ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ 

βζα κα ιεθεηήζμοκ αοηυ ημ θαζκυιεκμ δίκμοκ ζοκήεςξ ιμκμιενείξ απακηήζεζξ. In 

vitro, πνδζζιμπμζμφκηαζ δμηζιαζίεξ πνμζδζμνζζιμφ ημο ακελέθεβηημο 

πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ, ημο ιμνθμθμβζημφ ημοξ ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαζ ηδξ 

ζηακυηδηάξ ημοξ κα ιεβαθχκμοκ ζε ιαθαηυ άβαν. In vivo, πενζθαιαάκμοκ ηδ ιέηνδζδ 

ημο ζπδιαηζζιμφ υβηςκ, ηδξ δζείζδοζδξ, ηδξ αββεζμβέκεζδξ, ηδξ ζηακυηδηαξ 

ζπδιαηζζιμφ υβηςκ ζε ακμζμακεπανηή πμκηίηζα ηαζ ηδξ ιεηάζηαζδξ. Ο 

πνμζδζμνζζιυξ ηδξ ζοιιεημπήξ ηάεε εκυξ ιμνίμο-ηεθεζηή λεπςνζζηά ζηα θαζκυιεκα 

αοηά είκαζ δφζημθμξ, δεδμιέκμο υηζ οπάνπμοκ εθάπζζηα ιυνζα-ηεθεζηέξ πμο είκαζ 

επανηή ηαζ απμηεθεζιαηζηά απυ ιυκα ημοξ ζηδκ επίηεολδ ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ 

ιέζς ηςκ RAS. ηδκ πθεζμρδθία ηςκ πενζπηχζεςκ, μζ RAS ζδιαημδμημφκ ιέζς 

πμθθαπθχκ ιμνίςκ-ηεθεζηχκ βζα κα επζηφπμοκ ημ ιεηαζπδιαηζζιυ. 

 

1.8.1 ΟΗ ΠΡΧΣΔΨΝΔ RAS ΚΑΗ ΣΟ ΜΟΝΟΠΑΣΗ ΣΧΝ MAP ΚΗΝΑΧΝ 

 

Σα πενζζζυηενμ ιεθεηδιέκα ιυνζα-

ηεθεζηέξ ηςκ RAS είκαζ μζ RAF 

ηζκάζεξ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ [170]. 

Πανυθμ πμο ηα πνμσυκηα ηςκ ηνζχκ 

RAF βμκζδίςκ (A-RAF, B-RAF, C-

RAF-1) έπμοκ πανυιμζα 

αθθδθμοπία, ζοιπενζθαιαακμιέκδξ 

ιζαξ μιυθμβδξ πενζμπήξ πμο 

πνμζδέκεζ ηζξ RAS ζηδκ NH2-ηεθζηή 

νοειζζηζηή πενζμπή ηδξ πνςηεΐκδξ, 

πανμοζζάγμοκ δζαθμνεηζηά πνυηοπα 

έηθναζδξ, δζαηνζημφξ νυθμοξ ζηδκ 

ακάπηολδ ηαζ ζδιακηζηέξ 

αζμπδιζηέξ ηαζ θεζημονβζηέξ Δικόνα Δ11: Σν ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ησλ 

MAPK 
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δζαθμνέξ [171]. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, δ ορδθή εκενβυηδηα ηζκάζδξ ηδξ B-RAF, ζε 

ζοκδοαζιυ ιε ηζξ εθάπζζηεξ απαζηήζεζξ βζα εκενβμπμίδζδ, πανέπμοκ ηδ αάζδ βζα ηζξ 

μβημβυκεξ ζδζυηδηεξ ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ ιμνθχκ B-RAF. Μζα πζεακή ελήβδζδ αοηήξ 

ηδξ δζαθμνάξ είκαζ ημ βεβμκυξ υηζ, ζε ακηίεεζδ ιε ηδ C-RAF-1, πμο απαζηεί ηέζζενα 

βεβμκυηα θςζθμνοθίςζδξ βζα κα απμηηήζεζ πθήνδ εκενβυηδηα ηζκάζδξ, δ B-RAF 

απαζηεί ιυκμ δφμ [172]. Ζ πνυζθαηδ ηαοημπμίδζδ ιεηαθθαβιέκςκ ιμνθχκ ηδξ B-

RAF ζε έκα εονφ θάζια ακενχπζκςκ ηανηίκςκ απμηεθεί πεναζηένς επζαεααίςζδ ηδξ 

ζδιαζίαξ αοημφ ημο ιμκμπαηζμφ ζηδκ μβημβέκεζδ ιέζς RAS [31]. Ζ RAS πνμάβεζ 

ηδ ζφκδεζδ ηδξ RAF ιε ηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ, υπμο άθθα βεβμκυηα δζεοημθφκμοκ 

ηδκ εκενβμπμίδζή ηδξ. ηδ ζοκέπεζα, δ raf θςζθμνοθζχκεζ ηαζ εκενβμπμζεί ηζξ 

ηζκάζεξ δζπθήξ εκεβυηδηαξ, MEK1 ηαζ MEK2. Οζ MEK1/2 είκαζ ηζκάζεξ ηςκ 

ηζκαζχκ ERK1 ηαζ ERK2 πμο εκενβμπμζμφκηαζ απυ ιζηυβμκα (mitogen-activated 

protein kinases – MAPKs). Οζ εκενβμπμζδιέκεξ MAP ηζκάζεξ ιεηαημπίγμκηαζ ζημκ 

πονήκα [173], υπμο νοειίγμοκ ηδ βμκζδζαηή έηθναζδ εθέβπμκηαξ ιεηαβναθζημφξ 

πανάβμκηεξ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηαζ εηείκςκ ηδξ μζημβέκεζαξ Ets [174], [175] 

(εηθόλα Δ11). 

Σμ 1998 ανέεδηε υηζ δ εκενβμπμζδιέκδ HRAS ιπμνεί κα επάβεζ ηδκ ακάπηολδ υβηςκ 

υηακ NIH3T3 ηφηηανα πμο εηθνάγμοκ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ημο μβημβμκζδίμο 

ειθοηεοεμφκ οπμδυνζα ζε ακμζμακεπανηή πμκηίηζα [176]. Όθεξ μζ ιεηαθθαβιέκεξ 

ιμνθέξ ζηδ πενζμπή πνυζδεζδξ ηςκ ιμνίςκ-ηεθεζηχκ (effector domain mutants) ηδξ 

εκενβμπμζδιέκδξ HRAS πνμηαθμφκ ακάπηολδ υβηςκ, ακελάνηδηα απυ ημ ιμκμπάηζ 

πμο εκενβμπμζμφκ, οπμδδθχκμκηαξ υηζ δ μβημβέκεζδ ιπμνεί κα είκαζ ελανηχιεκδ ή 

ιδ απυ ηζξ RAF. Όηακ NIH3T3 ηφηηανα πμο εηθνάγμοκ ηδκ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή 

T35S ηςκ RAS, εζδζηή βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο RAF ιμκμπαηζμφ, εκέεδηακ ζε 

πμκηίηζα, ειθακίζηδηε ημ ίδζμ θαζκυιεκμ ιεηάζηαζδξ ζημοξ πκεφιμκεξ υπςξ ιε ηα 

ηφηηανα πμο εηθνάγμοκ ηδκ HRAS
V12

. ε ακηίεεζδ, ηφηηανα πμο εηθνάγμοκ ηζξ 

ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ Y40C ή E37G, εζδζηέξ βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ ιμκμπαηζχκ 

ηδξ PI3K ηαζ ηδξ RalGEF ακηίζημζπα, δεκ ειθάκζζακ ακάπηολδ ιεηάζηαζδξ βζα 

πνμκζηυ δζάζηδια 14 εαδμιάδςκ ιεηά ηδκ έκεζδ. Σα απμηεθέζιαηα αοηά δείπκμοκ 

υηζ δ ιεηαζηαηζηή κεμπθαζία ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ απυ ηδ RAS NIH3T3 

ηοηηάνςκ ζοιααίκεζ ιέζς εκυξ ιδπακζζιμφ πμο ελανηάηαζ απυ ηδ RAF. Γζα ηδκ 

επζαεααίςζδ ηδξ ζοιιεημπήξ ηςκ ιμνίςκ-ηεθεζηχκ ηδξ RAF ζηδκ πενζθενζηή 

ειθάκζζδ ημο υβημο, πναβιαημπμζήεδηακ ακηίζημζπα πεζνάιαηα ιε ηφηηανα πμο 
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εηθνάγμοκ ηδκ Mos, ιζα πνςηεΐκδ πμο εκενβμπμζεί ηζξ MEK [177] ή ιε ηφηηανα πμο 

εηθνάγμοκ ζοκεπχξ εκενβμπμζδιέκδ MEK [178] ηαζ ανέεδηε υηζ ζπδιαηίγμκηαζ ηαζ 

ζηζξ δφμ πενζπηχζεζξ ιεηαζηάζεζξ ζημοξ πκεφιμκεξ. ηδ ζοκέπεζα, ηα ηφηηανα πμο 

πνμέηορακ απυ ημοξ παναπάκς πενζβναθέκηεξ υβημοξ εκέεδηακ δεοηενμβεκχξ ζε 

πμκηίηζα (secondary xenografts) ηαζ ανέεδηε υηζ ηαζ μζ ηνεζξ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ 

ήηακ ζε εέζδ κα πνμηαθέζμοκ ιεηάζηαζδ ζημοξ πκεφιμκεξ, πανυθμ πμο ηα ηφηηανα 

πμο εηθνάγμοκ ηζξ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ 12V/37G ηαζ 12V/40C πανάβμοκ 

θζβυηενμοξ υγμοξ απυ εηείκα πμο εηθνάγμοκ ηδ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή 12V/35S. Σα 

ηφηηανα πμο πνμέηορακ απυ ηζξ PI3K- ηαζ Ral-εζδζηέξ δεοηενμβεκείξ ιεηαζηάζεζξ 

έδεζλακ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ Met, δ μπμία μδδβεί ζε αολδιέκδ δζείζδοζδ in 

vitro [179] επζαεααζχκμκηαξ ηδκ οπυεεζδ υηζ δ δζείζδοζδ ηαζ δ ιεηάζηαζδ 

πνμηαθμφκηαζ απυ ηδκ μβημβυκμ RAS ιέζς ιζαξ πθδεχναξ ζδιαημδμηζηχκ 

ιμκμπαηζχκ. 

 

1.8.2 ΟΗ ΠΡΧΣΔΨΝΔ RAS ΚΑΗ ΣΟ ΜΟΝΟΠΑΣΗ PI3K/AKT/mTOR 

 

Έκα απυ ηα πζμ ηαθά ιεθεηδιέκα ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα πμο εκενβμπμζμφκηαζ απυ 

ηδκ μβημβυκμ RAS είκαζ ημ ιμκμπάηζ ηδξ ηζκάζδξ ηςκ 3-θςζθμσκμζζηζδίςκ (PI3K) 

[180], [181] (εηθόλα Δ12). Ζ 

ηζκάζδ αοηή θςζθμνοθζχκεζ ημ 

ζδιαημδμηζηυ ιυνζμ 4,5-

δζθςζθμνζηή θςζθαηζδοθ-

ζκμζζηυθδ (PIP2) ζε 3,4,5 

ηνζθςζθμνζηή (PIP3). ηδ 

ζοκέπεζα, δ PIP3 εκενβμπμζεί ηδκ 

ηζκάζδ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ Akt (ή 

πνςηεσκζηή ηζκάζδ Β). 

Δκενβμπμίδζδ ηδξ Akt ιέζς ηδξ 

RAS μδδβεί ζε αολδιέκδ έηθναζδ 

ημο ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα NF-

ηB [182] ηαζ αφλδζδ ηδξ 

ηοηηανζηήξ επζαίςζδξ, πζεακυκ 

Δικόνα Δ12: Σν ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ησλ 

RAS/PI3K 
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αιαθφκμκηαξ ηα απμπηςηζηά ζήιαηα [181]. Ζ απχθεζα ημο μβημηαηαζηαθηζημφ 

βμκζδίμο PTEN, πμο ηαηαθφεζ ηδκ απμζθςζθμνοθίςζδ ηδξ PIP3, εκζζπφεζ ηδ 

ζδιακηζηή ζοκεζζθμνά ηδξ οπενεκενβμπμίδζδξ ηδξ PI3K ζηδκ ακάπηολδ ημο 

ηανηίκμο [183]. Δπζπθέμκ, ιεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ PI3KCA πμο ηςδζημπμζεί βζα ηδκ 

p110a ηαηαθοηζηή οπμιμκάδα ηδξ PI3K έπμοκ ανεεεί ζε ηανηίκμοξ ημο παπέμξ 

εκηένμο ηαζ άθθμοξ [38] ηαεχξ ηαζ ιεηαθθάλεζξ ζε άθθα βμκίδζα πμο ηςδζημπμζμφκ 

βζα πνςηεΐκεξ πμο νοειίγμοκ ημ ιμκμπάηζ αοηυ [184]. Ζ Akt εκενβμπμζείηαζ αθμφ 

πνμζδεεεί ζηα θςζθμθζπίδζα (PIP3) ηαζ θςζθμνοθζςεεί ζηδ Thr308 απυ ηδκ PDK1 

[185] ηαζ ζημ ηαναμλο-ηεθζηυ άηνμ ζηδ Ser473. Ζ ιέπνζ ηχνα ακαθενυιεκδ PDK2, 

οπεφεοκδ βζα ηδ θςζθμνοθίςζδ ηδξ Akt ζηδ Ser473, έπεζ ανεεεί υηζ είκαζ ημ 

ζφιπθμημ 2 ημο mTOR (mTORC2), πμο δεκ εθέβπεηαζ απυ ηδ ναπαιοηίκδ ηαζ 

απμηεθείηαζ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ rictor ηαζ Sin1 [186], [187]. Ζ Akt θςζθμνοθζχκεζ 

επίζδξ ημ ζφιπθμημ 1 ημο mTOR (mTORC1) ιε ηφνζμ ζοζηαηζηυ ηδκ πνςηεΐκδ 

raptor [188]. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, δ Akt θςζθμνοθζχκεζ ηαζ απεκενβμπμζεί ηδκ TSC2, 

πμο είκαζ ακαζημθέαξ ημο mTORC1 [189].  

Οζ αθθαβέξ ζηδκ ζηαεενυηδηα ηδξ πνμζηυθθδζδξ ιεηαλφ ηςκ ηοηηάνςκ αθθά ηαζ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ιε ηδκ ελςηοηηάνζα μοζία θαίκεηαζ κα εθέβπμκηαζ, 

ημοθάπζζημκ ιενζηχξ, απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ PI3K. Αφλδζδ ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ 

ηζκάζδξ αοηήξ ζηα MDA-MB 435 ηφηηανα ηανηζκχιαημξ ημο ιαζημφ ιέζς 

ζδιαημδυηδζδξ ηδξ ζκηεβηνίκδξ α6α4 μδδβεί ζε αφλδζδ ηδξ δζείζδοζδξ, ιε 

ιδπακζζιυ πμο ελανηάηαζ απυ ηδκ πνςηεΐκδ Rac [190]. Ζ ιεηακάζηεοζδ αοηή 

δζαιέζς ημο Matrigel ανέεδηε υηζ δεκ ελανηάηαζ απυ ηζξ MAP ηζκάζεξ (ηαεμδζηά ημο 

άλμκα RAS-ERK) μφηε απυ ηδκ Akt ή ηδκ p70
S6

 ηζκάζδ (ηαεμδζηά ημο άλμκα RAS-

PI3K) [191]. Σμ βεβμκυξ υηζ ημ εκδμηοηηανζηυ ηιήια ηδξ α4 ζηενείηαζ ημ ιμηίαμ 

YMXM πνυζδεζδξ ζηδκ p85 νοειζζηζηή οπμιμκάδα ηδξ PI3K πνμτπμεέηεζ έκακ 

«ιεζμθααδηή» ακάιεζα ζηδκ ζκηεβηνίκδ ηαζ ηδκ PI3K [192]. Δθυζμκ δ α4 

ηοηηανμπθαζιαηζηή πενζμπή έπεζ Shc ιμηίαα, ηα μπμία πνμζεθηφμοκ ηζξ πνςηεΐκεξ-

πνμζανιμζηέξ Grb2 ηαζ Sos1/2, εζηάγεηαζ υηζ δ δζείζδοζδ πμο νοειίγεηαζ απυ ηδκ 

ζκηεβηνίκδ ιέζς ηδξ PI3K πναβιαημπμζείηαζ ιέζς εκενβμπμίδζδξ ηδξ RAS. 

Μζα ααζζηή πνμτπυεεζδ βζα ηδκ ιεηάζηαζδ ημο ηανηζκζημφ ηοηηάνμο είκαζ δ 

ζηακυηδηά ημο κα ιεηαθένεηαζ απυ ημκ ανπζηυ υβημ, ιέζς ηδξ ηοηθμθμνίαξ ημο 

αίιαημξ ή ηδξ θέιθμο, ζε απμιαηνοζιέκα ζδιεία ηαζ δεοηενμβεκχξ κα ζπδιαηίγεζ 

κέμ υβημ. Αοηυ απαζηεί ηδκ ζηακυηδηα ημο ηανηζκζημφ ηοηηάνμο κα λεθεφβεζ απυ ηδκ 
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απυπηςζδ πμο επάβεηαζ ιεηά απυ απμηυθθδζή ημο απυ ηδκ ελςηοηηάνζα μοζία [193]. 

Σμ ιμκμπάηζ ηδξ PI3K/Akt έπεζ ειπθαηεί ζε αοηή ηδ δζαδζηαζία, ιε ηδκ μβημβυκμ 

RAS κα πνμζηαηεφεζ ηα MDCK ηφηηανα απυ πνμβναιιαηζζιέκδ απυπηςζδ πμο 

επάβεηαζ απυ εκαζχνδζδ [194]. Αοηή δ ακαζημθή ηδξ απυπηςζδξ πνμζδίδεζ ζημ 

απμημθθδιέκμ ηανηζκζηυ ηφηηανμ ηδ αζςζζιυηδηα ηαηά ηδ ιεηακάζηεοζδ πνμξ 

πενζθενζημφξ ζζημφξ.  

Ζ PI3K εκενβμπμζεί επίζδξ ημοξ Rac GEFs (Sos, Vav) βζα κα πνμάβεζ ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ Rac ιζηνήξ GTPάζδξ [195], [196]. Ζ Rac νοειίγεζ ηδκ 

ακαδζμνβάκςζδ ηδξ αηηίκδξ ηαζ ηδξ πηοπχζεζξ ηδξ ιειανάκδξ ηαζ ιπμνεί κα πνμάβεζ 

ηδκ αφλδζδ ηδξ ηζκδηζηυηδηαξ ημο ηοηηάνμο ηαζ κα ζοιαάθθεζ ζηδ δζείζδοζδ ηαζ 

ιεηάζηαζδ ημο ηανηζκζημφ ηοηηάνμο [197].  

 

1.8.3 ΟΗ ΠΡΧΣΔΨΝΔ RAS ΚΑΗ Ζ ΔΝΔΡΓΟΠΟΗΖΖ ΣΧΝ RAL ΜΗΚΡΧΝ 

GTPΑΧΝ ΑΠΟ ΣΟΤ RALGEFS 

 

Έκα αηυιδ ζδιαημδμηζηυ ιυνζμ ηαεμδζηά ηδξ RAS ηαζ ιέζα ζηδκ μζημβέκεζα ηςκ 

ιζηνχκ GTPαζχκ είκαζ δ Ral [198] (εηθόλα Δ13). Οζ πνςηεΐκεξ RalA ηαζ RalB 

εκενβμπμζμφκηαζ ιεηά απυ πνυζδεζδ ηδξ RAS ζημοξ RalGEFs (RalGDS, RGL, 

RGL2/Rlf, RGL3) ηαζ επαηυθμοεδ εκενβμπμίδζή ημοξ. Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ 

οπμζηδνίγμοκ ηδ ζδιακηζηυηδηα ημο ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ ηςκ RalGEFs ζηδκ 

πνμαβςβή ηδξ ακελάνηδηδξ 

απυ ηδκ πνμζηυθθδζδ 

(anchorage independent) 

ακάπηολδξ ηςκ ακενχπζκςκ 

ηοηηάνςκ πμο επάβεηαζ απυ 

ηδκ μβημβυκμ RAS [199]. 

Αοηυ ημ ιμκμπάηζ ειπθέηεηαζ 

επίζδξ ζηδκ πνυμδμ ηδξ 

κεμπθαζίαξ πνμξ αδέκςια, 

ηανηίκςια ηαζ ηεθζηά 

ιεηάζηαζδ.  

 

Δικόνα Δ13: Σν ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη RAS/Ral 
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Ζ εηημπζηή έηθναζδ δζαθυνςκ ιμνθχκ ηδξ μβημβυκμο RAS ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε 

πενζθενζηή ειθφηεοζδ ηαζ ακάπηολδ μγζδίςκ ζημοξ πκεφιμκεξ, ιεηά απυ έκεζδ ζε 

πμκηίηζα ιεηαζπδιαηζζιέκςκ NIH3T3 ηοηηάνςκ [200]. Απυ αοηέξ ιυκμ δ 

ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή RAS
V12

 ήηακ ζηακή κα πνμηαθέζεζ ιεηάζηαζδ. Δπζπθέμκ, 

ανέεδηε υηζ εκχ δ RAS12V/37G, εζδζηή βζα ηδκ απμηθεζζηζηή εκενβμπμίδζδ ηδξ Ral 

απυ ημοξ RalGEFs ιπμνμφζε επίζδξ κα μδδβήζεζ ζε ιεηάζηαζδ, μ ανζειυξ ηςκ 

δεοηενμβεκχκ υβηςκ ιεζςκυηακ ιε ηδκ επακαθμνά ημο ιμκμπαηζμφ ηςκ ERK απυ ιζα 

εζδζηή θςζθαηάζδ, ηδκ PAC1. Σα απμηεθέζιαηα αοηά είκαζ εκδζαθένμκηα, 

δεδμιέκμο υηζ δ εκενβμπμίδζδ ηςκ ERK δεκ ανίζηεηαζ ηαεμδζηά ηδξ RAS12V/37G. 

Ζ ακςηένς ιεθέηδ δζενεφκδζε ηδ θφζδ ηςκ ιεηαζηάζεςκ πμο πνμηθήεδηακ απυ ηδ 

ζδιαημδυηδζδ ηδξ μβημβυκμο RAS ηαζ ηαηέθδλε ζημ υηζ εκχ πμζηίθεξ ιεηεθθαβιέκεξ 

ιμνθέξ ηδξ RAS ηαζ ηδξ RAF πνμηαθμφκ πενζθενζημφξ υβημοξ ζημοξ πκεφιμκεξ ηςκ 

πμκηζηχκ, ηα ηφηηανα πμο εηθνάγμοκ ηδκ RAS12V/37G είκαζ πζμ δζεζζδοηζηά ζημκ 

πκεφιμκα ηαζ ημοξ βεζημοκζημφξ ζζημφξ, ιε ιζηνυηενδ εζηίαζδ (encapsulation) ημο 

υβημο. Τπήνπακ επίζδξ δεοηενμβεκείξ ιεηαζηάζεζξ ηαζ αοηή δ αφλδζδ ηδξ 

δζεζζδοηζηυηδηαξ ιεζχεδηε ζηα ηφηηανα πμο ηαοηυπνμκα εηθνάγακ ηαζ ηδκ PAC1. 

Σμ ιμκηέθμ αοηυ δείπκεζ υηζ δ εκενβμπμίδζδ ηςκ ERK είκαζ απαναίηδηδ βζα ηδκ 

εβηαηάζηαζδ ηαζ ηδκ πνυμδμ ηςκ ιεηαζηάζεςκ ζημοξ πκεφιμκεξ απυ ηα 

ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα πμο εηθνάγμοκ εκενβμπμζδηέξ ηδξ Ral. Πεναζηένς in 

vitro ιεθέηεξ έδεζλακ υηζ δ ιεηακάζηεοζδ ηαζ δ δζείζδοζδ αοηχκ ηςκ ηοηηάνςκ 

δζαιέζς ημο Matrigel ελανηχκηαζ απυ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ ERK [201] .  

 

1.8.4 ΑΛΛΖΛΔΠΗΓΡΑΔΗ ΣΧΝ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ RAS ΜΔ ΜΟΡΗΑ-ΣΔΛΔΣΔ 

 

Ζ αθθδθεπίδναζδ ηςκ RAS πνςηεΐκχκ ιε ηα ιυνζα-ηεθεζηέξ ημοξ δεκ είκαζ απθά 

εέια αζμπδιζηήξ ζοββέκεζαξ. Όπςξ έπεζ ήδδ ακαθενεεί, ηα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ 

RAS, υπςξ ηαζ πμθθμί απυ ημοξ ηεθεζηέξ ημοξ, έπμοκ ιμκαδζηυ εκδμηοηηανζηυ 

εκημπζζιυ ηαζ μ ζοκεκημπζζιυξ αοηυξ ηαεμνίγεζ ζε ιεβάθμ ααειυ ηδκ 

αθθδθεπίδναζή ημοξ. Δπζπθέμκ, πμθθά απυ ηα ιυνζα-ηεθεζηέξ ηςκ RAS ζοκζζημφκ 

ιέθδ ιεβαθφηενςκ μζημβεκεζχκ, πμο ιπμνεί κα πανμοζζάγμοκ αθθδθμοπζηή απυηθζζδ 

ζηζξ πενζμπέξ πνυζδεζδξ ηςκ RAS. Σνεζξ απυ ηζξ πζμ βκςζηέξ μζημβέκεζεξ ιμνζχκ-

ηεθεζηχκ ηςκ RAS απμηεθμφκηαζ απυ πμθθαπθέξ ζζμιμνθέξ ή δζαηνζηά ιέθδ. Γζα 
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πανάδεζβια, δ μζημβέκεζα ηδξ PI3K ηάλδξ Η έπεζ ηζξ ζζμιμνθέξ p110α, p110α, p110β 

ηαζ p110δ, δ μζημβέκεζα ηςκ RAF ηζκαζχκ απμηεθείηαζ απυ ηδκ A-RAF, ηδ B-RAF 

ηαζ ηδ C-RAF-1, εκχ μζ RalGEFs πενζθαιαάκμοκ ημοξ RalGDS, RGL, RGL2/Rlf ηαζ 

RGL3. Οζ πνςηεΐκεξ RAS ιπμνεί κα δζαθένμοκ ζηδκ ζηακυηδηά ημοξ κα νοειίγμοκ 

ηζξ δζαθμνεηζηέξ ζζμιμνθέξ ή ηα ιέθδ ηδξ ίδζαξ μζημβέκεζαξ ηαζ αοηέξ μζ επζθεηηζηέξ 

αθθδθεπζδνάζεζξ ιπμνεί κα έπμοκ ζδιακηζηέξ αζμθμβζηέξ επζπηχζεζξ. Ζ μιμθμβία 

ζηδκ αθθδθμοπία ηαζ ηδ δμιή υπζ ιυκμ ηςκ RAS πνςηεσκχκ αθθά ηαζ ηςκ πενζμπχκ 

πμο πνμζδέκμοκ ηζξ RAS, ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδ ζοββέκεζα ηςκ RAS πνμξ ηδ 

ιειανάκδ, πνμζδίδμοκ έκα αλζμζδιείςημ εφνμξ ζηδκ επζθεηηζηυηδηα ηςκ RAS ηαζ 

ηςκ ιμνίςκ-ηεθεζηχκ. 

Πμθοάνζειεξ ακαθμνέξ πενζβνάθμοκ αζμθμβζηέξ δζαθμνέξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδ 

δνάζδ δζαθμνεηζηχκ ιεθχκ ηδξ μζημβέκεζαξ RAS πνμξ ηα ίδζα ιυνζα-ηεθεζηέξ ή 

θεζημονβίεξ ιμκαδζηέξ βζα ηάπμζμ ιέθμξ ηδξ μζημβέκεζαξ RAS, ακαδεζηκφμκηαξ ηδκ 

πμθοπθμηυηδηα ηςκ αθθδθεπζδνάζεςκ ηςκ RAS πνςηεσκχκ ιε ηα ιυνζα-ηεθεζηέξ 

ημοξ. Γζα πανάδεζβια, είκαζ πμθφ ηαθά εειεθζςιέκμ υηζ ηα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ 

RAS, HRAS ηαζ KRAS4B αθθδθεπζδνμφκ ηαζ ηα δφμ αθθά εκενβμπμζμφκ ιε 

δζαθμνεηζηυ ηνυπμ ηδκ ηζκάζδ ζενίκδξ/ενεμκίκδξ C-RAF-1 ηαεχξ ηαζ ηδκ PI3K. ηα 

COS ηφηηανα, υηακ οπενεηθνάγεηαζ δ ζοκεπχξ εκενβή KRAS4B εκενβμπμζείηαζ πζμ 

ζζπονά δ C-RAF-1 ζοβηνζηζηά ιε υηακ οπενεηθνάγεηαζ δ ζοκεπχξ εκενβή HRAS, 

υπςξ έδεζλε in vitro ιέηνδζδ ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ ηζκάζδξ, ηαζ επζπθέμκ 

πνμζεθηφεηαζ πζμ απμηεθεζιαηζηά ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ. Ακηίεεηα, 

οπενέηθναζδ ηδξ ζοκεπχξ εκενβήξ HRAS αολάκεζ ηδκ εκενβυηδηα ηδξ οπμιμκάδαξ 

p110 ηδξ ηζκάζδξ PI3K [202]. Πανυιμζα, ζηα REF52 ηφηηανα, δ KRAS4B θαίκεηαζ 

κα εκενβμπμζεί πζμ ζζπονά ηδκ Rac1 απ’ υηζ δ HRAS [203].  

Πανυθμ πμο υθα ηα βκςζηά ιυνζα-ηεθεζηέξ πζζηεφεηαζ υηζ αθθδθεπζδνμφκ ιε ηζξ RAS 

πνςηεΐκεξ ιέζς ηδξ ζοκηδνδιέκδξ δμιήξ πνυζδεζδξ ηςκ ιμνίςκ-ηεθεζηχκ 

(ηαηάθμζπα 32-40), οπάνπμοκ ζδζαζηενυηδηεξ ζπεηζηά ιε ηδκ πνυζδεζδ ημο ηάεε 

ιμνίμο-ηεθεζηή, μζ μπμίεξ έπμοκ δζενεοκδεεί βζα ηδκ ηαθφηενδ ηαηακυδζδ ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ηςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ απυ ηζξ RAS ηαζ ημ νυθμ ημοξ ζε 

ηάεε δεδμιέκδ αζμθμβζηή θεζημονβία. Δζδζηέξ ιεηαθθάλεζξ ζημκ δζαηυπηδ Η ηδξ 

πενζμπήξ πνυζδεζδξ ηςκ ιμνίςκ-ηεθεζηχκ ηςκ RAS μδδβμφκ ζε πνςηεΐκεξ ζηακέξ κα 

πνμζδέζμοκ πενζμνζζιέκμ εφνμξ ιμνίςκ-ηεθεζηχκ. Ζ ιεηάθθαλδ T35S πανάβεζ ιζα 

RAS πνςηεΐκδ ζηακή κα πνμζδέκεζ ιυκμ ηδκ C-RAF-1. Ζ ιεηάθθαλδ Y40C ηαεζζηά 
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ηδκ εκενβή RAS ζηακή βζα πνυζδεζδ ιυκμ ηδξ PI3K. Ζ ιεηάθθαλδ E37G πενζμνίγεζ 

ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηδξ RAS ιυκμ ιε ηδκ RalGDS. Ένεοκεξ πάκς ζηδ ιεηαθθαβιέκδ 

αοηή ιμνθή έπμοκ δείλεζ υηζ αθθδθεπζδνά ηαζ ιε άθθα ιυνζα, υπςξ μζ Rin1, AF-6, 

PLCε ηαζ p110. Ζ αδοκαιία ηςκ ιεηαθθαβιέκςκ αοηχκ ιμνθχκ κα ιεηαζπδιαηίζμοκ 

ζκμαθάζηεξ ζε οπυααενμ ζοκεπχξ εκενβήξ ιμνθήξ ηδξ RAS (RAS
V12

) οπμδδθχκεζ υηζ 

μζ RAS πνέπεζ κα εκενβμπμζήζμοκ πενζζζυηενα απυ έκα ιμκμπάηζα βζα κα 

πνμηαθέζμοκ ιεηαζπδιαηζζιέκμ θαζκυηοπμ [204], [205]. 

 

1.9. ΤΝΔΠΔΗΔ ΣΖ ΔΝΔΡΓΟΠΟΗΖΖ ΣΧΝ ΜΟΝΟΠΑΣΗΧΝ 

ΖΜΑΣΟΓΟΣΖΖ ΑΠΟ ΣΖΝ ΟΓΚΟΓΟΝΟ ΠΡΧΣΔΨΝΖ RAS  

  

Οζ ιεηαθθαβιέκεξ ιμνθέξ ηςκ RAS πνςηεσκχκ είκαζ ζοκεπχξ εκενβέξ ιε απμηέθεζια 

κα εκενβμπμζμφκ αηαηάπαοζηα ηα ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα ηαζ κα εθέβπμοκ ιε ιδ 

θοζζμθμβζηυ ηνυπμ ηζξ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ μδδβχκηαξ ηα ηφηηανα ζε 

ιεηαζπδιαηζζιυ. Οζ δζάθμνεξ RAS ζζμιμνθέξ έπμοκ δζαθμνεηζηή επζθεηηζηυηδηα βζα 

ηα ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα πμο εκενβμπμζμφκ ιε απμηέθεζια κα πνμζδίδμοκ 

δζαθμνεηζηέξ ζδζυηδηεξ ζηα ηφηηανα πμο ιεηαζπδιαηίγμοκ. Κάπμζεξ απυ ηζξ κέεξ 

ζδζυηδηεξ πμο απμηημφκ ηα RAS-ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα ηαζ εα ακαθοεμφκ 

παναηάης είκαζ δ αθθαβή ζηδκ μνβάκςζδ ημο ηοηηανμζηεθεημφ ηδξ αηηίκδξ, δ 

απμζημδυιδζδ ηδξ ελςηοηηάνζαξ μοζίαξ, αθθαβέξ ζηδκ πνυζθοζή ημοξ ηαζ επαβςβή 

ηδξ αββεζμβέκεζδξ. 

 

1.9.1 ΚΤΣΣΑΡΟΚΔΛΔΣΟ ΑΚΣΗΝΖ 

 

Ζ gelsolin είκαζ ιζα πνςηεΐκδ πμο επζδνά ζηδ δμιή ημο ηοηηανμζηεθεημφ ηδξ αηηίκδξ 

ιε ηδκ απμημπή οπμιμκάδςκ F-αηηίκδξ. Έπεζ πνμηαεεί υηζ ηα αολδιέκα επίπεδα ηδξ 

gelsolin ιπμνεί κα ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ιεηάααζδ απυ ηδκ ηαθμήεδ ζηδκ δζεζζδοηζηή 

ηοηηανζηή αφλδζδ ζε ιενζημφξ αθθά υπζ ζε υθμοξ ημοξ υβημοξ [206], [207]. Ζ 

ηζκδηζηυηδηα ηςκ ζκμαθαζηχκ έπεζ απμδμεεί ζηδ ζπέζδ ηδξ δνάζδξ ηδξ gelsolin ιε ηδ 

Rac [208] εκχ ζε άθθδ ιεθέηδ [209] δ δνάζδ ηδξ gelsolin επδνεάγεηαζ απυ ημ 

ιμκμπάηζ ηδξ μβημβυκμο RAS ηαζ δ δζεζζδοηζηή ζηακυηδηα ηςκ MDCK ηοηηάνςκ πμο 
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εηθνάγμοκ ηδ gelsolin ελανηάηαζ απυ ηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ Rac ιέζς ημο 

ιμκμπαηζμφ ηδξ PI3K ηαζ υπζ ηςκ MAPK. 

Πεζναιαηζηά ζημζπεία δείπκμοκ υηζ δ μβημβυκμξ RAS δζαθμνμπμζεί ηα απμηεθέζιαηα 

ηςκ άθθςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ. ε θοζζμθμβζηά επζεδθζαηά ηφηηανα 

ιαζημφ, δζέβενζδ ιε TGFα μδήβδζε ζε ακαζημθή ηδξ αφλδζδξ εκχ ζε ηφηηανα 

ιεηαζπδιαηζζιέκα απυ ημ HRAS, ζδιαημδυηδζδ απυ ελςβεκή TGFα ηαηέθδλε ζε 

ιεηάααζδ απυ επζεδθζαηυ πνμξ ιεζεβποιαηζηυ θαζκυηοπμ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ 

αθθαβχκ πνμξ ιζα ζκμαθαζημεζδή ιμνθμθμβία [210]. Δπζπθέμκ, αοηά ηα ηφηηανα 

έβζκακ δζεζζδοηζηά ηαζ πανμοζίαζακ αοημηνζκή έηηνζζδ TGFα ηαεχξ ηαζ 

ελςηοηηάνζα ζδιαημδυηδζδ πμο πνμηάθεζε ηδκ ιεηάααζδ απυ επζεδθζαηυ πνμξ 

ιεζεβποιαηζηυ θαζκυηοπμ ηαζ ζε άθθα ηφηηανα. 

Πχξ μζ RAS ζοκενβάγμκηαζ ιε ημκ TGFα είκαζ άβκςζημ, αθθά μ Oft ηαζ μζ 

ζοκενβάηεξ ημο έπμοκ δείλεζ υηζ ζε ιζα ιεβάθδ πμζηζθία ηανηζκζηχκ ηοηηανζηχκ 

ζεζνχκ, δ μβημβυκμξ RAS πνεζάγεηαζ ημ ζδιαημδμηζηυ ιμκμπάηζ ημο TGFα βζα κα 

πνμηαθέζεζ ιεηάζηαζδ [211]. Σα ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα ηςκ MAP ηζκαζχκ ηαζ 

ηδξ PI3K, ηαεμδζηά ηδξ ζοκεπμφξ εκενβήξ RAS, ιπμνμφκ κα ακαηνέρμοκ ηδκ 

ακαζημθή ηδξ ακάπηολδξ ή ηδκ απυπηςζδ πμο πνμηαθεί μ TGFα ζε θοζζμθμβζηά 

ηφηηανα [212], [213].  

 

1.9.2 ΑΠΟΗΚΟΓΟΜΖΖ ΔΞΧΚΤΣΣΑΡΗΑ ΟΤΗΑ 

 

Οζ ιεηαθθμπνςηεσκάζεξ ηδξ ελςηοηηάνζαξ μοζίαξ (MMPs) ζοκζζημφκ ιζα μζημβέκεζα 

ιε ημοθάπζζημκ 20 ιέθδ, ηα μπμία ειπθέημκηαζ ζηδκ ελέθζλδ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ 

ηοηηάνςκ ζε έκακ δζεζζδοηζηυ θαζκυηοπμ [214]. Αοηέξ μζ πνςηεσκάζεξ είκαζ 

ζδιακηζηέξ ζηδκ απμζημδυιδζδ ηδξ ελςηοηηάνζαξ μοζίαξ, χζηε κα επζηναπεί δ 

ιεηακάζηεοζδ ημο ηανηζκζημφ ηοηηάνμο. Ζ νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ αοηχκ ηςκ 

εκγφιςκ έπεζ δεζπεεί υηζ είκαζ ιεηέπεζηα απυ ημοξ «ηαηαννάηηεξ» ζδιαημδυηδζδξ ηδξ 

ζοκεπχξ εκενβμφ RAS [215], [216], [217] ηαζ δζαθένεζ βζα ηάεε ιεηαθθμπνςηεσκάζδ 

ζε ηάεε ηοηηανζηυ ηφπμ [214], [218]. Οζ ιεηαβναθζημί πανάβμκηεξ AP-1 ηαζ Ets-1, 

ηεθεζηέξ ηδξ μβημβυκμο RAS ιέζς ημο ιμκμπαηζμφ ηςκ MAPK, ιπμνμφκ κα επάβμοκ 

ηδκ έηθναζδ ηςκ MMPs ηαζ ζε ακενχπζκμοξ ειανοζημφξ ζκμαθάζηεξ δείπεδηε υηζ δ 

ιεηαβναθή ηδξ MMP-1 ελανηάηαζ απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ ERK [219]. Γζέβενζδ ημο 
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ιεηαβναθζημφ πανάβμκηα NF-ηB ιέζς ηδξ μβημβυκμο HRAS αολάκεζ ηδκ έηθναζδ 

ηδξ MMP-9 ηαζ ιεζχκεζ ηδκ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ Tissue Inhibitor of 

Metallomatrix Protein 1 (TIMP-1, έκαξ ακαζημθέαξ ηδξ MMP-9) [220]. 

 

1.9.3 ΚΤΣΣΑΡΗΚΖ ΠΡΟΦΤΖ 

 

Ο ιεηαζπδιαηζζιυξ εκυξ ηανηζκζημφ ηοηηάνμο ζε έκα ιεηαζηαηζηυ θαζκυηοπμ 

απαζηεί αθθαβέξ ζηζξ αθθδθεπζδνάζεζξ ιεηαλφ ηςκ ηοηηάνςκ [221]. Ζ ζηαεενυηδηα 

αοηχκ ηςκ αθθδθεπζδνάζεςκ επζηοβπάκεηαζ ιε ιζα πμζηζθία πνςηεσκχκ ηαζ δμιχκ, 

ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ ζηεκχκ ζοκδέζιςκ (tight junctions), ηςκ δζαηοηηανζηχκ 

ζοκδέζεςκ (adherens junctions) ηαζ ηςκ δεζιμζςιάηςκ [222]. Οζ δζαηοηηανζηέξ 

ζοκδέζεζξ ζζπονμπμζμφκηαζ απυ ηζξ ηακηενίκεξ ιε ηνυπμ πμο ελανηάηαζ απυ ημ 

αζαέζηζμ [222] ηαζ απυ ηζξ κεηηίκεξ ιε ηνυπμ πμο δεκ ελανηάηαζ απυ ημ αζαέζηζμ 

[223]. Ζ ακαζημθή ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ελαζηίαξ ηδξ επαθήξ ηςκ ηοηηάνςκ ιεηαλφ 

ημοξ (contact inhibition), οπενκζηάηαζ ζηα ηανηζκζηά ηφηηανα, επζηνέπμκηαξ ηδ 

δζείζδοζδ πένα απυ ηα υνζα ημο υβημο ηαζ ηδ ιεηάζηαζδ ζε άθθμοξ ζζημφξ ημο 

ζχιαημξ. Δλςηοηηάνζα ενεείζιαηα υπςξ μζ ηοημηίκεξ, μζ αολδηζημί πανάβμκηεξ ηαζ 

μζ πνςηεΐκεξ ηδξ ελςηοηηάνζαξ μοζίαξ, λεηζκμφκ ηδκ ηαηαζηνμθή ηςκ δζαηοηηανζηχκ 

αθθδθεπζδνάζεςκ ηαζ μζ εκενβμπμζδιέκεξ πνςηεΐκεξ ηδξ μζημβέκεζαξ RAS είκαζ 

ζοπκά μζ ιεηαβςβείξ ηέημζςκ ενεεζζιάηςκ [222]. 

Ο Friedman ηαζ μζ ζοκενβάηεξ ημο απέδεζλακ υηζ ημ ελςβεκέξ ιεηαθθαβιέκμ KRAS, 

αθθά υπζ ημ HRAS, ιπμνεί κα δζαηανάλεζ ηδκ πμζυηδηα ηςκ ζοκδέζεςκ ηαζ ηδκ 

μνβάκςζδ ηςκ HD6-4 επζεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ημο παπέμξ εκηένμο ηαζ αοηυ ελαζηίαξ 

ηδξ ζηακυηδηαξ ημο μβημβμκζδίμο κα πανειπμδίγεζ ηδκ ςνίιακζδ ηςκ ζκηεβηνζκχκ ηδξ 

ηοηηανζηήξ επζθάκεζαξ [224]. Δθυζμκ μζ ζκηεβηνίκεξ πζζηεφεηαζ υηζ νοειίγμοκ ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ RAS ιέζς ηδξ FAK (focal adhesion kinase) [225], αοηυ 

ακηζπνμζςπεφεζ αηυιδ έκακ ανυπμ ακάδνμιδξ νφειζζδξ υπμο δ ιεηαθθαβιέκδ RAS 

μδδβεί ζηδ δζηή ηδξ εκενβμπμίδζδ.  
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1.9.4 ΑΓΓΔΗΟΓΔΝΔΖ 

 

Σα ιεηαζηαηζηά ηφηηανα ζοπκά ιεηακαζηεφμοκ ζε δεοηενεφμκηα ζδιεία ιέζς ημο 

θειθαββεζαημφ δζηηφμο. Ζ ζδιαημδυηδζδ ιέζς RAS ιπμνεί κα δζεοημθφκεζ ηδ 

ιεηακάζηεοζδ ιέζς αφλδζδξ ημο αββεζαημφ εκδμεδθζαημφ αολδηζημφ πανάβμκηα 

(VEGF) ηαζ δζέβενζδξ ηδξ αββεζμβέκεζδξ [226], [227], [228]. Ζ μιάδα ημο Folkman 

απέδεζλε υηζ δ έηθναζδ ηδξ μβημβυκμο RAS ζε εκδμεδθζαηά ηφηηανα άθθαλε ημκ in 

vivo θαζκυηοπυ ημοξ απυ ηονίςξ ηαθμήεδ ζε άηνςξ πμθθαπθαζζαζηζηυ ηαζ 

δζεζζδοηζηυ [229]. Τπμζηήνζλακ υηζ αοηή δ θαζκμηοπζηή αθθαβή ήηακ απμηέθεζια 

ηδξ αφλδζδξ ηδξ ιεηαβναθήξ ημο VEGF ηαζ ηδξ εκενβυηδηαξ ηςκ MMPs, 

δζαιεζμθααμφιεκδ απυ ιμκμπάηζα πμο ελανηχκηαζ απυ ηδκ PI3K, ηαοηυπνμκα ιε 

ιείςζδ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ TIMP.  

Έκαξ ανυπμξ εεηζηήξ ακάδνμιδξ νφιεζζδξ ιεηαλφ ηςκ RAS πνςηεσκχκ ηαζ ηςκ 

οπμδμπέςκ ηζκάζδξ ηονμζίκδξ ηδξ μζημβέκεζαξ HER έπεζ πνμηαεεί απυ ημκ Jorcano 

ηαζ ημοξ ζοκενβάηεξ ημο, δείπκμκηαξ υηζ ζε πεζναιαηζηυ ιμκηέθμ πμκηζημφ ιε πδιζηά 

επαβυιεκδ ηανηζκμβέκεζδ δένιαημξ, δ εκενβμπμίδζδ ηδξ HRAS επάβεζ ιζα αολδιέκδ 

έηθναζδ ημο EGFR, δ μπμία ιε ηδ ζεζνά ηδξ ιπμνεί κα δζεβείνεζ ηδκ αββεζμβέκεζδ 

[230]. 
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Ο ηανηίκμξ ημο παπέμξ εκηένμο (ΚΠΔ) είκαζ ιζα δζαδζηαζία πμο πναβιαημπμζείηαζ ζε 

πμθθά ζηάδζα. Οζ ιμνθμθμβζηέξ αθθαβέξ πμο παναηδνμφκηαζ ζημ εκηενζηυ επζεήθζμ 

ηαηά ηδκ πνυμδμ ημο υβημο πνμηφπημοκ απυ ιζα ζεζνά βεκεηζηχκ ιεηααμθχκ πμο 

ιεζμθααμφκ ζηδκ ελέθζλδ ημο οπενπθαζηζημφ επζεδθίμο ζε αδέκςια, 

αδεκμηανηίκςια, ηανηίκςια ηαζ ηεθζηά ζε ιεηαζηαηζηή κυζμ. ηδκ πθεζμρδθία ηςκ 

πενζπηχζεςκ, ημ πνχημ βεκεηζηυ βεβμκυξ ζηδκ ακάπηολδ ημο ΚΠΔ είκαζ ιζα 

ιεηάθθαλδ ζημ μβημηαηαζηαθηζηυ βμκίδζμ, APC (Adenomatous Polyposis Coli). 

Πεναζηένς ιεηαθάλεζξ ζοιααίκμοκ ζημοξ βεκεηζημφξ ηυπμοξ ηςκ TP53 ηαζ KRAS, 

επζηνέπμκηαξ ηδκ ακάπηολδ ηςκ αδεκςιάηςκ ηαζ ηδκ ελέθζλδ ημο υβημο [5]. 

Οζ πνςηεΐκεξ RAS είκαζ ιζηνέξ GTPάζεξ πμο εκαθθάζζμκηαζ ιεηαλφ ιζαξ ακεκενβήξ 

ιμνθήξ πμο πνμζδέκεζ ημ GDP ηαζ ιζαξ εκενβήξ πμο πνμζδέκεζ ημ GTP [110], [111]. 

Ζ δζαδζηαζία αοηή νοειίγεηαζ απυ ημοξ «πανάβμκηεξ ακηαθθαβήξ κμοηθεμηζδίςκ» 

(GEFs) ηαζ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο εκενβμπμζμφκ ηδ δνάζδ ηδξ GTPάζδξ (GAPs), υπςξ 

είκαζ δ Sos ηαζ δ Ras-GAP ακηίζημζπα. ηδκ εκενβή ημοξ ιμνθή, μζ πνςηεΐκεξ RAS 

νοειίγμοκ ιυνζα-ηεθεζηέξ ηαζ εκενβμπμζμφκ ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα, εθέβπμκηαξ 

πμθθέξ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ υπςξ μ πμθθαπθαζζαζιυξ ηαζ δ απυπηςζδ [161], 

[162]. Οζ πζμ βκςζηέξ πνςηεΐκεξ RAS είκαζ δ Kirsten-RAS-4A (KRAS4A), δ Kirsten-

RAS-4B (KRAS4B), δ Harvey-RAS (HRAS) ηαζ δ Neuroblastoma-RAS (NRAS), μζ 

μπμίεξ είκαζ ορδθά ζοκηδνδιέκεξ ζηδκ αιζκμ-ηεθζηή πενζμπή ηαζ δζαθένμοκ 

ζδιακηζηά ζημ ηαναμλο-ηεθζηυ άηνμ, απ’ υπμο ηαζ ηαεμνίγεηαζ μ δζαηνζηυξ νυθμξ 

ημοξ ζηζξ ηοηηανζηέξ απμηνίζεζξ. Αοηέξ μζ 4 πνςηεΐκεξ ηςδζημπμζμφκηαζ απυ 3 

δζαθμνεηζηά βμκίδζα: ημ KRAS, ημ HRAS ηαζ ημ NRAS, ηα μπμία έπμοκ ανεεεί 

ιεηαθθαβιέκα ζημ 30% πενίπμο ηςκ ακενχπζκςκ ηανηίκςκ. Γζαθμνεηζηά RAS 

βμκίδζα ιεηαθθάζζμκηαζ ζε δζαθμνεηζημφξ ηφπμοξ ηανηίκμο. Πνμελέπμοζεξ ζημκ 

ΚΠΔ είκαζ μζ ιεηαθθάλεζξ ζημ βμκίδζμ KRAS, μζ μπμίεξ έπμοκ ακζπκεοεεί ζημ 32% ηςκ 

αζεεκχκ [7]. Οζ πζμ ημζκέξ ιεηααμθέξ είκαζ μζ ζςιαηζηέξ ακηζκμδιαηζηέξ ιεηαθθάλεζξ 

ηςκ κμοηθεμηζδίςκ ζηζξ εέζεζξ 12, 13 ηαζ 61, μζ μπμίεξ ειπμδίγμοκ ηδ δνάζδ ηδξ 

GTPάζδξ ηδξ πνςηεΐκδξ ηαζ αημθμοεεί ακηίζηαζδ ζηδ δνάζδ ηςκ GAPs. οκεπχξ, μζ 

ιεηαθθαβιέκεξ πνςηεΐκεξ RAS ανίζημκηαζ ζηδκ εκενβή ημοξ ιμνθή πμο πνμζδέκεζ ημ 

GTP [112], πνμηαθχκηαξ απμνφειζζδ ηςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ πμο 

εκενβμπμζμφκ ηαζ ιεηααμθέξ ζηδκ ηοηηανζηή αφλδζδ, ηδκ επζαίςζδ ηαζ ηδ 

δζαθμνμπμίδζδ. 

Σμ πεζναιαηζηυ ιμκηέθμ πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ ήηακ δ 

ηοηηανζηή ζεζνά αδεκμηανηζκχιαημξ ημο παπέμξ εκηένμο, Caco2, δ μπμία θένεζ 
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ιεηαθθάλεζξ ζηα APC ηαζ TP53 βμκίδζα ηαζ ηαιία ιεηάθθαλδ ζημοξ βεκεηζημφξ 

ηυπμοξ ηςκ RAS. Με ιυκζιδ επζιυθοκζδ δδιζμονβήεδηακ δφμ εοβαηνζηέξ ηοηηανζηέξ 

ζεζνέξ πμο εηθνάγμοκ ηζξ ιεηαθθαβιέκεξ ζοκεπχξ εκενβέξ ιμνθέξ ηςκ βμκζδίςκ 

KRAS
V12

 ηαζ HRAS
V12

 ακηίζημζπα [231], ιε ζημπυ ηδ δδιζμονβία εκυξ πεζναιαηζημφ 

ιμκηέθμο ζηαδζαηήξ ελέθζλδξ ηδξ ηανηζκμβέκεζδξ ημο παπέμξ εκηένμο. 

Πνμηεζιέκμο κα ιεθεηδεεί πεναζηένς μ νυθμξ ηςκ μβημβμκζδίςκ KRAS
V12

 ηαζ 

HRAS
V12

 ζηδκ ηανηζκμβέκεζδ ημο παπέμξ εκηένμο: 

 πνδζζιμπμζήεδηε δθεηηνμθυνδζδ δφμ δζαζηάζεςκ βζα ημκ εκημπζζιυ ηςκ 

αθθαβχκ ζημ πνςηεμιζηυ πνμθίθ ηςκ Caco2 ηοηηάνςκ ιεηά ηδκ έηθναζδ ηςκ 

μβημβμκζδίςκ KRAS
V12

 ηαζ HRAS
V12

,  

 ηαοημπμζήεδηακ μζ αθθαβέξ ςξ δζαθμνζηά εηθναγυιεκεξ πνςηεΐκεξ ιε 

θαζιαημιεηνία ιάγαξ,  

 έβζκε μιαδμπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ πμο αθθάγεζ δ έηθναζή ημοξ ζφιθςκα ιε 

ηδ αζμθμβζηή δζενβαζία πμο ζοιιεηέπμοκ, χζηε κα απεζημκζζηεί δ νφειζζδ 

ηςκ δζενβαζζχκ αοηχκ απυ ηα μβημβμκίδζα, 

 επζαεααζχεδηακ μζ αζμθμβζηέξ δζενβαζίεξ πμο ιεηααάθθμκηαζ απυ ηα 

μβημβμκίδζα ιε ηδκ πναβιαημπμίδζδ εζδζηχκ δμηζιχκ υπςξ ηοηηανμιεηνία 

νμήξ βζα ηδ ιεθέηδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ηαζ ηέθμξ, 

 ιεθεηήεδηε  μ νυθμξ ημο ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ ηςκ MAP ηζκαζχκ, ιε 

ηδ πνήζδ πδιζηχκ ακαζημθέςκ.  
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2.1 ΚΤΣΣΑΡΟΚΑΛΛΗΔΡΓΔΗΔ 

 

Υνδζζιμπμζήεδηε δ ηοηηανζηή ζεζνά αδεκμηανηζκχιαημξ ημο παπέμξ εκηένμο Caco2 

ηαεχξ ηαζ μζ δφμ εοβαηνζηέξ ζεζνέξ αοηήξ ιεηαζπδιαηζζιέκεξ απυ ηα μβημβμκίδζα 

KRAS
V12

 (Caco2-KRAS
V12

) ηαζ HRAS
V12

 (Caco2-HRAS
V12

) [231]. Σμ ενεπηζηυ οθζηυ 

ζημ μπμίμ ακαπηφπεδηακ ήηακ DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 

ειπθμοηζζιέκμ ιε 10% μνυ ειανφμο αμυξ (Fetal Bovine Serum – FBS PANSera ES 

απυ ηδκ PAN Biotech GmbH (Lot # P280209)), 1% ιδ απαναίηδηα αιζκμλέα (non-

essential aminoacids – NEAA) ηαζ 1% πεκζηζθίκδ/ζηνεπημιοηίκδ. Όηακ ηα ηφηηανα 

ηάθοπηακ πενίπμο ημ 80% ηδξ επζθάκεζαξ ημο ηνοαθίμο, βζκυηακ ακαηαθθζένβεζα ή 

δζαζπμνά ημοξ ζε αναίςζδ 1 πνμξ 2. Ο πεζνζζιυξ ηςκ ηοηηάνςκ έβζκε ζε εάθαιμ 

ηάεεηδξ κδιαηζηήξ νμήξ ηαζ ηα ηφηηανα ακαπηφπεδηακ ζε επςαζηζηυ ηθίαακμ ιε 

ζοκεήηεξ οβναζίαξ, εενιμηναζία 37
o
C ηαζ αηιυζθαζνα ειπθμοηζζιέκδ ιε 5% CO2.     

 

2.2 ΛΤΖ ΚΤΣΣΑΡΧΝ ΚΑΗ ΠΡΟΓΗΟΡΗΜΟ ΤΓΚΔΝΣΡΧΖ 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΓΗΑ ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖΖ ΓΤΟ ΓΗΑΣΑΔΧΝ 

 

Ζ θφζδ ηςκ ηοηηάνςκ βζα πεναζηένς δθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνςηεσκχκ ζε δφμ 

δζαζηάζεζξ πναβιαημπμζήεδηε ιε δζαθμνεηζηυ ηνυπμ απυ εηείκδ βζα 

ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western. Σα ηφηηανα ζοθθέπηδηακ ζε δζάθοια θςζθμνζηχκ 

αθάηςκ – PBS (Phosphate Buffer Saline) ηαζ ηαηαηνδικίζηδηακ ιε θοβμηέκηνδζδ. 

Σμ ίγδια ακαδζαθφεδηε ζε δζάθοια πμο πενζέπεζ 7Μ μονία, 2Μ εεζμονία, 3% 

CHAPS, 15mg/ml DTT ηαζ ακαζημθείξ πνςηεαζχκ [232]. Ζ θφζδ ηςκ ηοηηάνςκ 

μθμηθδνχεδηε ζε 10 θεπηά ιέζα ζε πάβμ. ηδ ζοκέπεζα, βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ημο 

DNA πνμζηέεδηακ 10mM ζπενιίκδξ ηαζ αημθμφεδζε έκημκδ ακάδεοζδ. Ζ ζπενιίκδ 

είκαζ ιζα πδιζηή έκςζδ εεηζηά θμνηζζιέκδ πμο πνμζδέκεζ ζημ ανκδηζηά θμνηζζιέκμ 

DNA ηαζ ημ ηαηαηνδικίγεζ. Ζ δνάζδ ηδξ ζπενιίκδξ μθμηθδνχκεηαζ ζε ιζα χνα ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. ηδ ζοκέπεζα, αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ζηα 200000g βζα 

90 θεπηά, ημ οπενηείιεκμ ιεηαθένεδηε ζε ηαεανυ ζςθήκα ηφπμο eppendorf ηαζ 

οπμαθήεδηε ζε οπένδπμοξ ιέηνζαξ έκηαζδξ βζα 10 δεοηενυθεπηα εζξ ηνζπθμφκ, βζα ηδ 

δζάζπαζδ οπμθεζιιάηςκ DNA. Αημθμφεδζε κέα θοβμηέκηνδζδ ζηα 200000g βζα 90 

θεπηά ηαζ ηα δείβιαηα ήηακ έημζια βζα πνμζδζμνζζιυ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ μθζηήξ 
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πνςηεΐκδξ. Ο πνμζδζμνζζιυξ έβζκε ιε ηδ ιέεμδμ Bradford. Γζα ηδκ πνυηοπδ ηαιπφθδ 

πνδζζιμπμζήεδηακ δζαδμπζηά αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ BSA ζε δζάθοια θφζδξ 

ηςκ ηοηηάνςκ. Μεηά απυ επχαζδ ηςκ δεζβιάηςκ βζα 10 θεπηά ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο, ιεηνήεδηε δ απμννυθδζδ ζηα 595nm. 

 

2.3 ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖΖ ΓΤΟ ΓΗΑΣΑΔΧΝ 

 

Ζ δθεηηνμθυνδζδ δφμ δζαζηάζεςκ απμηεθείηαζ απυ δφμ ηφνζα ζηάδζα, ηδκ 

ζζμδθεηηνζηή εζηίαζδ, υπμο μζ πνςηεΐκεξ ημο δείβιαημξ δζαπςνίγμκηαζ ακάθμβα ιε ημ 

ζζμδθεηηνζηυ ημοξ ζδιείμ (εηθόλα ΤΜ1 Α) ηαζ ηδκ δθεηηνμθυνδζδ ζε πδηηή 

πμθοαηνοθαιζδίμο ζε απμδζαηαηηζηέξ ζοκεήηεξ,  υπμο μζ πνςηεΐκεξ δζαπςνίγμκηαζ ιε 

αάζδ ημ ιμνζαηυ ημοξ αάνμξ (εηθόλα ΤΜ1 Β). 

 

2.3.1 ΗΟΖΛΔΚΣΗΚΖ ΔΣΗΑΖ – ΠΡΧΣΖ ΓΗΑΣΑΖ 

 

Ζ πνχηδ δζάζηαζδ πναβιαημπμζήεδηε ζε πνμηαηαζηεοαζιέκεξ ηαζκίεξ 

πμθοαηνοθαιζδίμο 18cm εζδζηέξ βζα δθεηηνμθυνδζδ ζζμδθεηηνζηήξ εζηίαζδξ. Οζ 

ηαζκίεξ αοηέξ δζαεέημοκ δζααάειζζδ ημο pH ζε υθμ ημ ιήημξ ημοξ. 

Υνδζζιμπμζήεδηακ ηαζκίεξ εφνμοξ pH 3-10 ηαζ 3-5.6 ιδ βναιιζηήξ δζααάειζζδξ 

Δικόνα ΤΜ1: ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο πνξείαο ησλ πξσηετλψλ θαηά ηελ 

ηζνειεθηξηθή εζηίαζε – πξψηε δηάζηαζε (Α) θαη θαηά ηελ ειεθηξνθφξεζε ζε 

απνδηαηαθηηθέο ζπλζήθεο – δεχηεξε δηάζηαζε (Β) 

Α Β 
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ηαεχξ ηαζ ηαζκίεξ εφνμοξ pH 4-7 βναιιζηήξ δζααάειζζδξ. Οζ ηαζκίεξ πανέπμκηαζ 

αθοδαηςιέκεξ απυ ημκ ηαηαζηεοαζηή ηαζ εκοδαηχεδηακ ιε ημ δείβια ιέζς 

παεδηζηήξ δζάποζδξ βζα 16 χνεξ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο. ηδκ εκοδάηςζδ 

πνδζζιμπμζήεδηακ ηαζ αιθμθφηεξ ακηίζημζπμο εφνμοξ ημο pH ηδξ ηαζκίαξ ζε 

ζοβηέκηνςζδ 0.5%.  

Ζ ζζμδθεηηνζηή εζηίαζδ πναβιαημπμζήεδηε ζημ ζφζηδια IEF Cell ηδξ εηαζνείαξ 

BioRad Laboratories (εηθόλα ΤΜ2) ηαζ δζήνηδζε 25 KVh βζα ηζξ ιζηνμφ εφνμοξ pH 

ηαζκίεξ (3-5.6 ηαζ 4-7) ηαζ 35KVh βζα ηζξ ηαζκίεξ εφνμοξ pH 3-10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα ΤΜ2: Σα κέζα δηεθπεξαίσζεο ηεο ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο ησλ πξσηετλψλ 

θαηά ηελ ειεθηξνθφξεζε δχν δηαζηάζεσλ. 1. Ζ θχξηα ζπζθεπή ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο 

κε ελζσκαησκέλν ηξνθνδνηηθφ θαη δπλαηφηεηα πξνγξακκαηηζκνχ 2. Δηδηθέο ζέζεηο 

ηνπνζέηεζεο ησλ ελπδαησκέλσλ ηαηληψλ πνπ ζηα άθξα θέξνπλ ειεθηξφδηα (ζε δηάθνξα 

κεγέζε – αλάινγα κε ην κήθνο ηεο ηαηλίαο) 3. Θέζεηο κηαο ρξήζεο ελπδάησζεο ησλ 

ηαηληψλ κε ην πξνο αλάιπζε δείγκα θαη 4. εηδηθφ νξπθηέιαην γηα ηε δηαηήξεζε ηνπ 

ελπδαησκέλνπ πεξηβάιινληνο ηφζν θαηά ηε θάζε ηεο ελπδάησζεο ηεο ηαηλίαο φζν θαη 

θαηά ηε θάζε ηεο ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο  
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2.3.2 ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖΖ Δ ΠΖΚΣΖ ΠΟΛΤΑΚΡΤΛΑΜΗΓΗΟΤ Δ 

ΑΠΟΓΗΑΣΑΚΣΗΚΔ ΤΝΘΖΚΔ – ΓΔΤΣΔΡΖ ΓΗΑΣΑΖ 

 

Μεηά ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ ζζμδθεηηνζηήξ εζηίαζδξ, μζ ηαζκίεξ επςάζηδηακ ζε 

δζάθοια ελζζμννυπδζδξ (6M μονία, 50mM Tris-HCl pH 6.8, 30% βθοηενυθδ ηαζ 1% 

SDS) βζα 15 θεπηά πανμοζία 1% DTT ηαζ βζα 15 θεπηά πανμοζία 2.5% 

ζςδμαηεηαιζδίμο. ηδ ζοκέπεζα, πνμζανιυζηδηακ ζηδκ ημνοθή ζοζηήιαημξ ηάεεηδξ 

δθεηηνμθυνδζδξ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο ηαζ ζηαεενμπμζήεδηακ ιε ηδκ πήλδ 

πνμεενιαζιέκμο δζαθφιαημξ 0.8% αβανυγδξ ζε δζάθοια δθεηηνμθυνδζδξ. Ζ 

δθεηηνμθυνδζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ζηαεενά mA, 10mA/gel βζα 2 χνεξ ηαζ 

15mA/gel βζα 10 χνεξ. 

 

2.4 ΥΡΧΖ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ ΜΔ ΝΗΣΡΗΚΟ ΑΡΓΤΡΟ 

 

Γζα ηδκ εθανιμβή ηςκ ιεευδςκ ηδξ πνςηεμιζηήξ ηεπκμθμβίαξ είκαζ ακαβηαία δ 

πνχζδ ηςκ δζαπςνζζιέκςκ πνςηεσκχκ ζηζξ πδηηέξ πμθοαηνοθαιζδίμο. Ζ πνχζδ ηςκ 

πνςηεσκχκ ιε κζηνζηυ άνβονμ επζθέπεδηε ςξ πζμ εοαίζεδηδ (υνζμ ακίπκεοζδξ 1-

10ng). Ακαθοηζηά, δ πνχζδ [233] έβζκε ιε ηα αηυθμοεα αήιαηα: 

1. ιμκζιμπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ ζηδκ πδηηή ιε δζάθοια πμο πενζέπεζ 50% 

ιεεακυθδ ηαζ 5% μλζηυ μλφ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιε δζάθοια πμο πενζέπεζ 50% 

ιεεακυθδ ιε ακάδεοζδ βζα 20 θεπηά ηαζ 10 θεπηά ακηίζημζπα 

2. πθφζδ ηδξ πδηηήξ ιε δζπθά απζμκζζιέκμ κενυ βζα ημοθάπζζημκ 2 χνεξ 

3. εοαζζεδημπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ ιε δζάθοια 0.02% εεζμεεζσημφ καηνίμο 

(Na2S2O3) βζα 30 δεοηενυθεπηα 

4. 3 πθφζεζξ βζα 1 θεπηυ δ ηαεειία 

5. πνχζδ ιε ηνφμ δζάθοια 0.1% κζηνζημφ ανβφνμο (AgNO3) βζα 20 θεπηά 

6. 3 πθφζεζξ βζα 1 θεπηυ δ ηαεειία 

7. ειθάκζζδ πνχζδξ ιε δζάθοια 2% ακεναηζημφ καηνίμο (Na2CO3) ηαζ 0.015% 

θμνιαθδεΰδδξ 
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8. ελμοδεηένςζδ ηδξ ακηίδναζδξ ειθάκζζδξ ιε δζάθοια 5% μλζημφ μλέμξ 

9. απμεήηεοζδ ηδξ πνςιαηζζιέκδξ πδηηήξ ζε δζπθά απζμκζζιέκμ κενυ ζημοξ 4
o
C 

Οζ πδηηέξ ζοβηνίεδηακ ιεηαλφ ημοξ μπηζηά ηαζ ζηίβιαηα πμο οπήνπακ ζηδ ιία ηαζ 

υπζ ζηδκ άθθδ ή πμο είπακ ιεβάθδ δζαθμνά ζηδκ έκηαζδ απμηυπδηακ πνμηεζιέκμο κα 

οπμαθδεμφκ ζηδκ αηυθμοεδ δζαδζηαζία ηαζ κα ηαοημπμζδεεί δ δζαθμνζηά 

εηθναγυιεκδ πνςηεΐκδ. οιπθδνςιαηζηά πναβιαημπμζήεδηε ζάνςζδ ηςκ πδηηχκ ιε 

ημ GS-800 Densitometer (BioRad) ηαζ ακάθοζδ ηςκ εζηυκςκ ιε ημ θμβζζιζηυ 

PDQuest (BioRad).   

 

2.5 ΠΡΧΣΔΟΛΤΣΗΚΖ ΠΔΦΖ ΣΧΝ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ ΜΔ ΣΡΤΦΗΝΖ ΔΝΣΟ 

ΣΖ ΠΖΚΣΖ ΠΟΛΤΑΚΡΤΛΑΜΗΓΗΟΤ 

 

Σα ζηίβιαηα πμο απμηυπδηακ απυ ηδκ πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο οπμαθήεδηακ ζε 

απμπνςιαηζζιυ (δζάθοια απμπνςιαηζζιμφ: 30mM ζζδδνμηοακζμφπμ ηάθζμ 

[K3(FeCN)6] ηαζ 100mM εεζμεεζσηυ κάηνζμ (Na2S2O3)) ηαζ πεναζηένς ηειαπζζιυ. 

Αημθμφεδζακ δζαδμπζηέξ πθφζεζξ ιε αηεημκζηνίθζμ βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ημο SDS, 

πμο ακαζηέθθεζ ηδκ εκενβυηδηα ηδξ ηνορίκδξ ηαζ ηεθζηά αθοδάηςζδ ηςκ δεζβιάηςκ 

ζε ζοκεήηεξ ηεκμφ. Ζ εκοδάηςζδ επένπεηαζ ιε ημ δζάθοια ηδξ ηνορίκδξ (12ng/ιl 

Trypsin Gold, Mass Spectrometry grade, Promega) ηαζ δ πέρδ ηςκ άβκςζηςκ 

πνςηεσκχκ πναβιαημπμζήεδηε βζα 16 χνεξ ζημοξ 37
o
C. ηδ ζοκέπεζα, αημθμφεδζε 

έηθμοζδ ηςκ πεπηζδίςκ ιε δζαδμπζηά ζηάδζα εκοδάηςζδξ-αθοδάηςζδξ. Ο υβημξ ημο 

ηνορζκμπμζδιέκμο δείβιαημξ (δζάθοια πεπηζδίςκ) ιεζχεδηε ιε ελάηιζζδ ζε ζοκεήηεξ 

ηεκμφ [234]. 

 

2.6 ΓΗΑΥΧΡΗΜΟ ΣΧΝ ΠΔΠΣΗΓΗΧΝ ΜΔ ΤΓΡΖ ΥΡΧΜΑΣΟΓΡΑΦΗΑ 

ΤΦΖΛΖ ΠΗΔΖ  

 

Ο υβημξ ημο δζαθφιαημξ ηςκ πεπηζδίςκ πμο πνμέηορε απυ ηδκ ηνορζκμπμίδζδ ημο 

δείβιαημξ πνμζανιυγεηαζ ζηα 10ιl ιε δζάθοια ιονιδηζημφ μλέμξ 0.1% ηαζ  

εζζάβεηαζ ζε ζφζηδια οβνήξ πνςιαημβναθίαξ ορδθήξ πίεζδξ Ultimate (Dionex). Ο 

δζαπςνζζιυξ ηςκ πεπηζδίςκ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηνζπμεζδμφξ ζηήθδξ πνςιαημβναθίαξ 
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ακάζηνμθδξ θάζδξ PepMap C18 75ιm x 15cm (Dionex). Σα πεπηίδζα εηθμφζηδηακ 

απυ ηδ ζηήθδ ιέζς δζααάειζζδξ ημο δζενπυιεκμο δζαθφηδ (αηεημκζηνίθζμ) απυ 2% ζε 

80% βζα 35 θεπηά πανμοζία 0.1% ιονιδηζημφ μλέμξ ιε παιδθή νμή 200nl/min. 

Πεπηίδζα ιε παιδθυ ααειυ οδνμθμαζηυηδηαξ πμθθέξ θμνέξ δεκ δεζιεφμκηαζ ζηδκ 

ζηήθδ ηδξ πνςιαημβναθίαξ ηαζ εηθμφμκηαζ αιέζςξ, εκχ πμθφ οδνυθμαα πεπηίδζα 

ζοπκά παναιέκμοκ δεζιεοιέκα ζηδκ ζηήθδ ιεηά ηδκ μθμηθήνςζδ ηδξ δζααάειζζδξ 

ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο μνβακζημφ δζαθφηδ. Σα δζαπςνζζιέκα πεπηίδζα ακζπκεφεδηακ 

ιέζς απμννυθδζδξ ημο πεπηζδζημφ δεζιμφ ζημ οπενζχδεξ θάζια (214nm) (εηθόλα 

ΤΜ3). 

 

 

2.7 ΣΑΤΣΟΠΟΗΖΖ ΣΧΝ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ ΜΔ ΦΑΜΑΣΟΓΡΑΦΟ ΜΑΕΑ 

 

Σα πεπηίδζα ιεηά ηδκ έηθμοζή ημοξ απυ ηδ ζηήθδ πνςιαημβναθίαξ εζζήπεδζακ ζημ 

θαζιαημβνάθμ ιαγχκ LCQ Deca (Thermo Fisher Scientific) ιε ηδ ιέεμδμ ημο κακμ-

δθεηηνμρεηαζιμφ (nano-ElectroSpray Ionization), υπμο μ δζαθφηδξ ελαηιίγεηαζ ζηδκ 

αζπιή ηδξ αεθυκαξ ρεηαζιμφ ηαζ ημ πεπηίδζμ ζμκίγεηαζ ιε ηδκ εθανιμβή ορδθμφ 

δοκαιζημφ. ηδ ζοκέπεζα, ηα ζμκζζιέκα πεπηίδζα εζζήνεακ ζημ εζςηενζηυ ημο 

ιδπακήιαημξ πμο θεζημονβεί οπυ ηεκυ βζα πεναζηένς ακάθοζδ. Ο θαζιαημβνάθμξ 

ιάγαξ πνδζζιμπμζεί ιεηαααθθυιεκα δθεηηνζηά πεδία πνμηεζιέκμο κα δζαπςνζζημφκ 

Δικόνα ΤΜ3: Υξσκαηνγξάθεκα εθινπφκελσλ πεπηηδίσλ.  
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ηα ζμκζζιέκα πεπηίδζα ζφιθςκα ιε ημ θυβμ ιάγα/θμνηίμ (m/z). Σμ ζφκμθμ ηςκ 

δεδμιέκςκ πμο πνμηφπηεζ δζαιμνθχκεζ ηδ βναθζηή πανάζηαζδ ηδξ έκηαζδξ ημο 

ζήιαημξ ηςκ ζυκηςκ βζα ηάεε ηζιή ηδξ ηθίιαηαξ m/z, δ μπμία ζοκζζηά ημ «θάζια 

ιαγχκ» ηςκ πεπηζδίςκ (εηθόλα ΤΜ4). Ο θαζιαημθνάθμξ ιάγαξ, πμο 

πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ, παναηηδνίγεηαζ, ιε αάζδ ημκ ηνυπμ 

πνμζδζμνζζιμφ ημο θυβμο m/z, ςξ «παβίδα ζυκηςκ». ηδκ πενίπηςζδ αοηή, ηα ζυκηα 

«παβζδεφμκηαζ» ιεηά ηδκ είζμδυ ημοξ ζημ θαζιαημβνάθμ ζε έκα δθεηηνζηυ πεδίμ, 

απυ ημ μπμίμ απεθεοεενχκμκηαζ ιε ηζξ ηαηάθθδθεξ ιεηααμθέξ ημο δοκαιζημφ ιυκμ ηα 

ζυκηα ζοβηεηνζιέκμο θυβμο m/z (ζηδκ ηθίιαηα 500-2000), ηα μπμία ηεθζηά 

ακζπκεφμκηαζ ιε ηδ αμήεεζα εζδζημφ μνβάκμο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ζ ζοθθμβή ηςκ δεδμιέκςκ βίκεηαζ ζε ηνία ζηάδζα, πμο εκαθθάζζμκηαζ ιεηαλφ ημοξ. 

Καηά ημ πξώην ζηάδζμ, βίκεηαζ πνμζδζμνζζιυξ ημο θυβμο m/z υθςκ ηςκ ζυκηςκ 

(πεπηζδίςκ) πμο ακζπκεφεδηακ. Καηά ημ δεύηεξν ζηάδζμ, οπμθμβίγεηαζ δ ιάγα ηςκ 

ηνζχκ πζμ έκημκςκ ζυκηςκ, ηα μπμία ζημ επυιεκμ ζηάδζμ δζαζπχκηαζ ζε  ιζηνυηενα 

ζυκηα, δ ιάγα ηςκ μπμίςκ επίζδξ οπμθμβίγεηαζ. ημ ηξίην αοηυ ζηάδζμ πνμηφπημοκ 

ηα απμηαθμφιεκα ζυκηα b ηαζ y. Σα ζυκηα αοηά ακηζπνμζςπεφμοκ ηζξ πζεακέξ 

03090801 #1-2014 RT: 0.00-61.37 AV: 517 NL: 2.60E7

T: + c NSI Full ms [500.00-2000.00]
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Δικόνα ΤΜ4: Φάζκα καδψλ ησλ πεπηηδίσλ.  
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αημθμοείεξ πμο πνμηφπημοκ απυ ηδκ απμιάηνοκζδ εκυξ ή πενζζζυηενςκ αιζκμλέςκ 

απυ ημ ζοβηεηνζιέκμ πεπηίδζμ. Όηακ ηα αιζκμλέα απμιαηνφκμκηαζ απυ ημ 

ηαναμλοηεθζηυ άηνμ ημο εηάζημηε πεπηζδίμο, ηυηε δ αημθμοεία πμο απμιέκεζ ακήηεζ 

ζηδκ μιάδα ηςκ «ζυκηςκ b», εκχ υηακ ηα αιζκμλέα απμιαηνφκμκηαζ απυ ημ 

αιζκμηεθζηυ άηνμ ημο πεπηζδίμο, ηυηε δ αημθμοεία πμο πνμηφπηεζ ακήηεζ ζηδκ μιάδα 

ηςκ «ζυκηςκ y». ηδκ εηθόλα ΤΜ5 πανμοζζάγεηαζ ςξ πανάδεζβια ημ πεπηίδζμ 

GHHEAELK ηαζ υθα ηα δοκαηά ζυκηα b ηαζ y πμο ιπμνμφκ κα πνμηφρμοκ απυ ημ 

πεπηίδζμ αοηυ.  
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Μνξηαθέο κάδεο ηωλ ηόληωλ b θαη y (daltons)

Δικόνα ΤΜ5: ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ ηφλησλ b θαη y πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηε 

δηάζπαζε ηνπ πεπηηδίνπ GHHEAELK. ηνλ πίλαθα θαηαγξάθνληαη νη κνξηαθέο κάδεο 

ησλ ηφλησλ απηψλ ζε daltons.  
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Πανυθμ πμο ζε ηάεε ζηάδζμ δζάζπαζδξ εκυξ πεπηζδίμο εεςνδηζηά είκαζ δοκαηυκ κα 

πνμηφρμοκ υθμζ μζ ζοκδοαζιμί ζυκηςκ b ηαζ y, ζηδκ πνάλδ ακζπκεφμκηαζ ιυκμ 

ηάπμζα απυ αοηά. Σμ πμζμζηυ ημο ανζειμφ ηςκ ζυκηςκ b ηαζ y πμο ακζπκεφεηαζ ζε 

ηάεε πείναια πμζηίθθεζ ηαζ ελανηάηαζ ηονίςξ απυ ηδκ ανπζηή πμζυηδηα ηαζ 

ηαεανυηδηα ημο δείβιαημξ, είκαζ υιςξ ζαθέξ υηζ υζμ πζμ πμθθά ζυκηα ακζπκεοεμφκ 

ηαζ ιεηνδεεί δ ιάγα ημοξ, ηυζμ πζμ αζθαθήξ είκαζ μ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ πνςημηαβμφξ 

αημθμοείαξ ημο πεπηζδίμο ηαζ επμιέκςξ δ ηαοημπμίδζδ ηδξ πνςηεΐκδξ. 

 

2.8 ΑΝΑΕΖΣΖΖ Δ ΒΑΔΗ ΓΔΓΟΜΔΝΧΝ ΚΑΗ ΣΑΤΣΟΠΟΗΖΖ ΣΖ 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ 

 

Σα δεδμιέκα πμο ζοθθέβμκηαζ απυ ημ θαζιαημβνάθμ ιαγχκ πνδζζιμπμζμφκηαζ απυ 

αθβυνζειμοξ πνμηεζιέκμο κα βίκεζ ακαγήηδζδ ηδξ αημθμοείαξ ζε αάζεζξ δεδμιέκςκ 

ηαζ κα ηαοημπμζδεεί δ πνςηεΐκδ [235]. διακηζηυ ιεζμκέηηδια ηδξ ιεευδμο είκαζ ημ 

βεβμκυξ υηζ ιπμνεί κα εθανιμζηεί ιυκμ ζε πενζπηχζεζξ δεζβιάηςκ απυ μνβακζζιμφξ 

ηςκ μπμίςκ ημ βμκζδίςια έπεζ απμηςδζημπμζδεεί πθήνςξ, ηαεχξ είκαζ απαναίηδηδ 

πνμτπυεεζδ δ βκχζδ υθςκ ηςκ δοκαηχκ πεπηζδίςκ βζα κα βίκεζ δ ζφβηνζζδ ιε ηα 

δεδμιέκα πμο έπμοκ ζοθθεβεί. Με ιεβαθφηενδ επζθφθαλδ ιπμνεί κα βίκεζ 

ηαοημπμίδζδ δείβιαημξ απυ μνβακζζιυ πμο δζαεέηεζ βμκζδίςια ιε ορδθυ ααειυ 

μιμθμβίαξ ιε ηάπμζμ άθθμ μνβακζζιυ ημο μπμίμο ημ βμκζδίςια έπεζ πθήνςξ 

ιεθεηδεεί [236]. ηδκ πανμφζα ενβαζία, δ ζοθθμβή ηςκ δεδμιέκςκ έβζκε ιε ημ 

θμβζζιζηυ Xcalibur (Thermo Electron Corp.)  ηαζ δ ακάθοζδ ηςκ πεπηζδίςκ έβζκε ιε 

ηδ πνήζδ ημο αθβυνζειμο TurboSequest ημο θμβζζιζημφ παηέημο BioworksBrowser 

3.3.1 (Thermo Electron Corp.). Σα δεδμιέκα αοηά πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ 

ακαγήηδζδ ηδξ άβκςζηδξ πνςηεΐκδξ ζηδκ πνςηεσκζηή αάζδ δεδμιέκςκ ημο EBI 

(European Bioinformatics Institute) ipi HUMAN v3.53. Ζ ακαγήηδζδ ηδξ άβκςζηδξ 

πνςηεΐκδξ έβζκε ιε ιεηααθδηέξ ηζξ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ηδξ μλείδςζδξ 

ηδξ ιεεεζμκίκδξ ηαζ ηδξ ηανααιζδμιεεοθίςζδξ ηδξ ηοζηεΐκδξ (απυ ηδκ επχαζδ ιε ημ 

δζάθοια ζςδμαηεηαιζδίμο).  ηζξ παναιέηνμοξ ηδξ ακαγήηδζδξ ζοιπενζθήθεδηε δ 

δοκαηυηδηα κα οπάνπμοκ ιέπνζ ηαζ δφμ ζδιεία πμο δεκ έπεζ ηυρεζ δ ηνορίκδ (two 

missed cleavage sites), απυηθζζδ απυ ηδ εεςνδηζηή ζζμημπζηή ιάγα ημο πεπηζδίμο 

(peptide mass tolerance) ±0.5Da ηαζ απυηθζζδ απυ ηδ εεςνδηζηή ζζμημπζηή ιάγα ηςκ 

εναοζιάηςκ ηςκ πεπηζδίςκ (fragment ions tolerance) (MS
2
) 1.0 amu. Σα πεπηίδζα πμο 
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ηαοημπμζήεδηακ αλζμθμβήεδηακ αάζεζ ημο θμνηίμο ημοξ ζε ζοκδοαζιυ ιε ημκ ανζειυ 

ζπεηζηήξ ζοζπέηζζδξ (XCorr). Σα ηνζηήνζα βζα απμδμπή ηδξ ηαοημπμζμφιεκςκ 

πεπηζδίςκ ήηακ XCorr>1.5 βζα ιμκά θμνηζζιέκα πεπηίδζα, XCorr>2.5 βζα δζπθά 

θμνηζζιέκα πεπηίδζα ηαζ XCorr>3.5 βζα ηνζπθά θμνηζζιέκα πεπηίδζα. 

 

2.9 ΟΜΑΓΟΠΟΗΖΖ ΣΧΝ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ ΤΜΦΧΝΑ ΜΔ ΣΖ ΒΗΟΛΟΓΗΚΖ 

ΛΔΗΣΟΤΡΓΗΑ ΣΟΤ ΚΤΣΣΑΡΟΤ ΠΟΤ ΤΜΜΔΣΔΥΟΤΝ (GENE 

ONTOLOGY ANALYSIS-BIOLOGICAL PROCESS) 

 

Ζ ηαοημπμζμφιεκδ πνςηεΐκδ ζοκμδεφεηαζ απυ έκακ ηςδζηυ ανζειυ ηαηαπχνζζήξ ηδξ 

ζε ιζα δζεεκή αάζδ πμο πανέπεζ πθδνμθμνίεξ βζα ηδκ αθθδθμοπία ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ 

ηδ θεζημονβία ημοξ. Οζ ηςδζημί αοημί ηαηαπςνμφκηαζ ζημκ δζηηοαηυ ηυπμ 

http://biodbnet.abcc.ncifcrf.gov ημο National Cancer Institute ηαζ ιεηαηνέπμκηαζ 

ηαοηυπνμκα ζηζξ ηαηαπςνήζεζξ ηςκ πνςηεσκχκ υζμκ αθμνά ηδ αζμθμβζηή δζαδζηαζία 

ημο ηοηηάνμο πμο ζοιιεηέπμοκ. Κάεε πνςηεΐκδ ιπμνεί κα ζοιιεηέπεζ ζε 

πενζζζυηενεξ απυ ιία αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ ή κα ιδκ έπεζ ηαιία ηαηαπχνζζδ βζα 

ζοιιεημπή ηδξ ζε ηάπμζα αζμθμβζηή δζαδζηαζία. Δπίζδξ, μζ αζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ 

πςνίγμκηαζ ζε ηαηδβμνίεξ ηαζ πμθθέξ οπμηαηδβμνίεξ. ηδκ πανμφζα μιαδμπμίδζδ 

πνδζζιμπμζήεδηακ υζμ ημ δοκαηυκ πζμ εονείεξ ηαηδβμνίεξ ηαζ πνςηεΐκεξ πμο ήηακ 

ηαηαπςνδιέκεξ ζε πενζζζυηενεξ απυ ιία ηαηδβμνίεξ εκηάπεδηακ ζε υθεξ. 

 

2.10 ΛΤΖ ΚΤΣΣΑΡΧΝ ΚΑΗ ΠΡΟΓΗΟΡΗΜΟ ΤΓΚΔΝΣΡΧΖ 

ΠΡΧΣΔΨΝΖ ΓΗΑ ΑΝΟΟΑΠΟΣΤΠΧΖ ΚΑΣΑ WESTERN 

 

Ζ θφζδ ηςκ ηοηηάνςκ έβζκε ιε δζάθοια πμο πενζείπε 50mM Tris-HCl pH 7.4, 1.7% 

SDS ηαζ 10% βθοηενυθδ. ηδ ζοκέπεζα, ηα δείβιαηα εενιάκεδηακ ζημοξ 98
o
C βζα 10 

θεπηά ιε εκδζάιεζεξ ακαδεφζεζξ. Αημθμφεδζε βνήβμνδ θοβμηέκηνδζδ ζε ιέβζζηδ 

ηαπφηδηα ηαζ ρφλδ ηςκ δεζβιάηςκ βζα 5 θεπηά. Με ημκ ηνυπμ αοηυ, απμιμκχεδηε ημ 

ζφκμθμ ηςκ πνςηεσκχκ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ ιειανακζηχκ ηαζ ηςκ 

πονδκζηχκ, ελαζηίαξ ηδξ πνήζδξ ημο SDS, πμο δζαθοημπμζεί ημ ζφκμθμ ηςκ 

ηοηηανζηχκ ζοζηαηζηχκ. Ο πνμζδζμνζζιυξ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηδξ ζοκμθζηήξ 

http://biodbnet.abcc.ncifcrf.gov/
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πνςηεΐκδξ ηςκ δεζβιάηςκ έβζκε ιε ηδ ιέεμδμ BCA (Pierce). Ζ πνυηοπδ ηαιπφθδ 

έβζκε ιε δζαδμπζηά αολακυιεκεξ ζοβηεκηνχζεζξ BSA ζημ δζάθοια θφζδξ ηςκ 

ηοηηάνςκ. Μεηά απυ επχαζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζημοξ 37
o
C βζα 30 θεπηά, ιεηνήεδηε δ 

απμννυθδζδ ζηα 562nm. Σέθμξ, ζηα δείβιαηα πνμζηέεδηε ηαηάθθδθμξ υβημξ 

ζοιποηκςιέκμο (6x) απμδζαηαηηζημφ δζαθφιαημξ Laemmli ηαζ ηα δείβιαηα 

εενιάκεδηακ ζημοξ 98
o
C βζα 3 θεπηά. 

Σα πνςημβεκή ακηζζχιαηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ παναηίεμκηαζ ζημκ παναηάης 

πίκαηα ηαεχξ ηαζ δ εηαζνεία πνμέθεοζήξ ημοξ, μ ηςδζηυξ ημοξ ηαζ δ αναίςζή ημοξ 

ζηδκ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western. 

 

Ανηίζωμα Δηαιρεία (κωδικός)  Αραίωζη 

Ακηζ-14-3-3 γ/δ Santa Cruz (sc-1019) Πμθοηθςκζηυ ημοκεθζμφ 1:1000 

Ακηζ-CRBP1 (N-17) Santa Cruz (sc-17145) Πμθοηθςκζηυ ηαηζίηαξ 1:200 

Ακηζ-fascin 1 (55Κ2) Gift from Erik Langhoff 
Μμκμηθςκζηυ πμκηζηζμφ 

(αζηζηζηυ οβνυ) 
1:20000 

Ακηζ-gelsolin Santa Cruz (sc-6405) Πμθοηθςκζηυ ηαηζίηαξ 1:2000 

Ακηζ-HRAS (C-20) Santa Cruz (sc-521) Πμθοηθςκζηυ ημοκεθζμφ 1:400 

Ακηζ-KRAS Santa Cruz (sc-30) Μμκμηθςκζηυ πμκηζηζμφ 1:100 

Ακηζ-KRAS4B (C-19) Santa Cruz (sc-520) Πμθοηθςκζηυ ημοκεθζμφ 1:200 

Ακηζ-lamin A/C Santa Cruz (sc-56141) Μμκμηθςκζηυ πμκηζηζμφ 1:1000 

Ακηζ-lamin Β1 Santa Cruz (sc-6216) Πμθοηθςκζηυ ηαηζίηαξ 1:1000 

Ακηζ-p44/42 Cell Signaling (#4695) Μμκμηθςκζηυ ημοκεθζμφ 1:2000 

Ακηζ-pan-actin Cell Signaling (#4968) Πμθοηθςκζηυ ημοκεθζμφ 1:1000 

Ακηζ-p-p44/42 Cell Signaling (#4370) Μμκμηθςκζηυ ημοκεθζμφ 1:2000 

Ακηζ-RhoGDIα Santa Cruz (sc-360) Πμθοηθςκζηυ ημοκεθζμφ 1:1000 

Ακηζ-tubulin Sigma T9026 Μμκμηθςκζηυ πμκηζηζμφ 1:1000 

Ακηζ-villin 1 BD #610359 Μμκμηθςκζηυ πμκηζηζμφ  1:1500 

Ακηζ-vimentin Sigma V5255 Μμκμηθςκζηυ πμκηζηζμφ  1:20000 

Ακηζ-α-αηηίκδξ Santa Cruz (sc-1615) Πμθοηθςκζηυ ηαηζίηαξ 1:1000 

Ακηζ-επζεδθζαηήξ ηακηενίκδξ BD #610182 Μμκμηθςκζηυ πμκηζηζμφ  1:1000 

 

Σα δεσηερογενή ανηιζώμαηα ζογεοβιέκα ιε οπενμλεζδάζδ (HRP) ήηακ: (α) IgG, 

IgG2a ηαζ IgM ηαηά ακηζμνμφ πμκηζημφ (Southern Biotech), (α) IgG ηαηά ακηζμνμφ 

ημοκεθζμφ (Millipore) ηαζ (β) IgG ηαηά ακηζμνμφ ηαηνζίηαξ (Santa Cruz 

Biotechnology Inc.) ηαζ πνδζζιμπμζήεδηακ ζε αναίςζδ 1:10000. 
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2.11 ΖΛΔΚΣΡΟΦΟΡΖΖ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ Δ ΠΖΚΣΖ 

ΠΟΛΤΑΚΡΤΛΑΜΗΓΗΟΤ Δ ΑΠΟΓΗΑΣΑΚΣΗΚΔ ΤΝΘΖΚΔ ΚΑΗ 

ΑΝΟΟΑΠΟΣΤΠΧΖ ΚΑΣΑ WESTERN 

 

0.5-10ιg ζοκμθζηήξ πνςηεΐκδξ δθεηηνμθμνήεδηακ ζε πδηηέξ πμθοαηνοθαιζδίμο 6.5-

14% ζε απμδζαηαηηζηέξ ζοκεήηεξ ηαζ ιεηαθένεδηακ ζε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ 

ζε ζοκεήηεξ διίλδνδξ θάζδξ. Οζ ιειανάκεξ επςάζηδηακ ζε 5% άπαπμ βάθα ή 3% 

BSA ζε  αθαημφπμ δζάθοια TBS (Tris Buffer Saline pH 7.4, 150mM NaCl, 2mM 

KCl, 25mM Tris) πμο πενζέπεζ 0.1% Tween-20 βζα 45 θεπηά ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο, βζα ηδ δέζιεοζδ ηςκ ιδ εζδζηχκ εέζεςκ. ηδ ζοκέπεζα, απμιαηνφκεδηε δ 

πενίζζεζα ημο ιέζμο δέζιεοζδξ ηςκ ιδ εζδζηχκ εέζεςκ ηαζ μζ ιειανάκεξ 

επςάζηδηακ ιε ηα πνςημβεκή ακηζζχιαηα βζα 16 χνεξ ζημοξ 4
o
C. Αημθμφεδζακ 

ηνεζξ πθφζεζξ ηςκ 10 θεπηχκ ιε δζάθοια TBS-T ηαζ επχαζδ ιε ημ δεοηενμβεκέξ 

ακηίζςια ζογεοβιέκμ ιε ναθακζδζηή (horse raddish) οπενμλεζδάζδ βζα 1 χνα ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. Μεηά απυ ηνεζξ πθφζεζξ ηςκ 15 θεπηχκ ιε TBS-T, έβζκε 

ειθάκζζδ ημο ζήιαημξ ζε εζδζηυ θζθι ιε ημ ειπμνζηυ ακηζδναζηήνζμ εκζζποιέκδξ 

πδιεζμθςηαφβεζαξ ηδξ εηαζνείαξ Amersham (Amersham, Biosciences, GE Healthcare, 

Sweden). Σα πνςημβεκή ηαζ δεοημνμβεκή ακηζζχιαηα ήηακ αναζςιέκα ζε δζάθοια 

2% BSA ζε TBS-T. Σα δεοηενμβεκή ακηζζχιαηα πνδζζιμπμζμφκηακ ιία θμνά, εκχ 

ζηα πνςημβεκή πνμζηέεδηε 0.05% αγίδζμ ημο καηνίμο ηαζ θοθάζζμκηακ ζημοξ 4
o
C 

ιέπνζ ηδκ επυιεκδ πνήζδ. 

 

2.12 ΠΡΟΓΗΟΡΗΜΟ ΣΖ ΔΝΔΡΓΟΠΟΗΖΖ ΣΧΝ RAS GTPΑΧΝ 

 

Ζ ιέεμδμξ πνμζδζμνζζιμφ ηςκ επζπέδςκ ηςκ εκενβχκ RAS ζε ηοηηανζηά 

εηποθίζιαηα ααζίγεηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ μζ πνςηεΐκεξ πμο αθθδθεπζδνμφκ ιε ηζξ RAS 

ακαβκςνίγμοκ ηδκ πνςηεΐκδ ιυκμ υηακ αοηή είκαζ ζοκδεδειέκδ ιε GTP. Έηζζ, δ 

πενζμπή RBD (RAS Binding Domain) ηδξ πνςηεΐκδξ RAF-1 (αιζκμλζηά ηαηάθμζπα 

51-131) πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηαηαηνήικζζδ ζοββέκεζαξ ηδξ εκενβήξ RAS-GTP.   

 



55                             ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

2.12.1 ΠΑΡΑΚΔΤΖ ΔΜΠΛΟΤΣΗΜΔΝΟΤ ΒΑΚΣΖΡΗΑΚΟΤ ΔΚΥΤΛΗΜΑΣΟ 

Δ GST-RBD ΚΑΗ ΑΠΟΜΟΝΧΖ ΣΖ GST-RBD Δ ΦΑΗΡΗΓΗΑ 

ΓΛΟΤΣΑΘΔΗΟΝΖ 

 

οιααηά ααηηήνζα (competent cells) E.coli BL21 ιεηαζπδιαηίζηδηακ ιε ημ 

πθαζιίδζμ PGEX πμο θένεζ ηδκ RBD ηδξ RAF-1 (δχνμ απυ J.L.Bos) ηαζ 

ηαθθζενβήεδηακ ζε ζηενευ ενεπηζηυ οθζηυ πμο πενζείπε αιπζηζθίκδ (75ιg/ml). Μία 

ιμκή απμζηία ειαμθζάζηδηε ζε 5ml οβνυ ενεπηζηυ ιέζμ (Luria Broth – LB) πμο 

πενζείπε 75ιg/ml αιπζηζθίκδ βζα 16 χνεξ ζημοξ 37
o
C οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ. ηδ 

ζοκέπεζα, δ ηαθθζένβεζα αναζχεδηε 1:50 ζε ηεθζηυ υβημ 200ml ζε οβνυ ενεπηζηυ 

ιέζμ πμο πενζείπε 75ιg/ml αιπζηζθίκδ ηαζ 0.4% D-βθοηυγδ ηαζ επςάζηδηε ζημοξ 

37
o
C οπυ ζοκεπή ακάδεοζδ εχξ υημο δ μπηζηή ποηκυηδηα ηςκ ααηηδνίςκ ζηα 600nm 

θηάζεζ 0.6-0.7. Συηε έβζκε επαβςβή ηδξ έηθναζδξ ημο πεπηζδίμο ιε ηδκ πνμζεήηδ 

ζημ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ 100ιM IPTG βζα 3 χνεξ ζηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ. ηδ ζοκέπεζα, ηα 

ααηηήνζα ζοθθέπεδηακ ιε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 3800 rpm βζα 20 θεπηά ζημοξ 4
o
C ηαζ 

επακαδζαθφεδηακ ζε 5ml δζαθφιαημξ θφζδξ (20% ζμοηνυγδ, 10% βθοηενυθδ, 50mM 

Tris-HCl pH 8.0, 2mM DTT, 2mM MgCl2, 1mM PMSF ηαζ ακαζημθείξ πνςηεαζχκ). 

Σα ααηηήνζα θφεδηακ ιε ηδ πνήζδ οπενήπςκ βζα 10 θμνέξ απυ 30 δεοηενυθεπηα 

ζημοξ 4
o
C ηαζ ζηδ ζοκέπεζα θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 15000rpm βζα 1 χνα ζημοξ 4

o
C 

βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ηςκ αδζάθοηςκ ηοηηανζηχκ οπμθμίπςκ απυ ημ ααηηδνζαηυ 

εηπφθζζια. Ζ εηηίιδζδ ημο ειπθμοηζζιμφ ημο ααηηδνζαημφ εηποθίζιαημξ ζε GST-

RBD έβζκε ιε δθεηηνμθυνδζδ δείβιαημξ ημο εηποθίζιαημξ, ημο ζγήιαημξ πμο 

πνμέηορε ιεηά ηδκ ηεθεοηαία θοβμηέκηνδζδ ηαζ μθζημφ ααηηδνζημφ εηποθίζιαημξ 

(εηθόλα ΤΜ6) ζε πδηηή πμθοαηνοθαιζδίμο 12% ζε ζοκεήηεξ απμδζάηαλδξ. 

100ιl απυ 10% εκαζχνδια ζθαζνζδίςκ βθμοηαεεζυκδξ πθφεδηακ 2 θμνέξ ιε δζάθοια 

θφζδξ ηοηηάνςκ (1% NP-40, 10% βθοηενυθδ, 50mM Tris-HCl pH 7.4, 200mM 

NaCl, 2.5mM MgCl2, 1mM PMSF, 2mM Na3VO4, 1mM NaF ηαζ ακαζημθείξ 

πνςηεαζχκ) ηαζ επςάζηδηακ ιε 1ml ααηηδνζαημφ εηποθίζιαημξ ειπθμοηζζιέκμο ζε 

GST-RBD βζα 1 χνα ζημοξ 4
o
C ζε πενζζηνμθζηή ακάδεοζδ. ηδ ζοκέπεζα, ηα 

ζθαζνίδζα πμο έπμοκ πνμζδέζεζ ηδκ GST-RBD πθφεδηακ 4 θμνέξ ιε δζάθοια θφζδξ 

ηοηηάνςκ.  
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2.12.2 ΚΑΣΑΚΡΖΜΝΗΖ ΣΧΝ ΔΝΔΡΓΧΝ RAS-GTP ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ ΑΠΟ 

ΚΤΣΣΑΡΗΚΑ ΔΚΥΤΛΗΜΑΣΑ 

 

Σα ηφηηανα ηαθθζενβήεδηακ ζε ηνοαθία δζαιέηνμο 10cm. Αθμφ εηπθοεήηακ 2 θμνέξ 

ιε ηνφμ δζάθοια θςζθμνζηχκ αθάηςκ (PBS) θφεδηακ ιε 500ιl δζαθφιαημξ θφζδξ 

ηοηηάνςκ ηαζ πανεθήθεδζακ ιε απυλεζδ. Μεηά απυ επχαζδ 10 θεπηχκ ζημκ πάβμ, 

θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 15000rpm βζα 15 θεπηά ζημοξ 4
o
C ηαζ ζοθθέπεδηε ημ 

οπενηείιεκμ. Με ηδ ιέεμδμ Bradford, πνμζδζμνίζηδηε δ ζοβηέκηνςζδ ηδξ πνςηεΐκδξ 

ζηα ηοηηανζηά εηποθίζιαηα. 0.5mg πνςηεΐκδξ επςάζηδηε ιε 100ιl ζθαζνζδίςκ GST-

RBD βζα 2 χνεξ ζημοξ 4
o
C ιε πενζζηνμθζηή ακάδεοζδ. Σα ζθαζνίδζα εηπθφεδηακ 4 

θμνέξ ιε δζάθοια θφζδξ. Μεηά ηδκ ηεθεοηαία πθφζδ, αθαζνέεδηε υζμ ημ δοκαηυκ 

πενζζζυηενμ απυ ημ οπενηείιεκμ δζάθοια, πνμζηέεδηε ίζμξ υβημξ ζοιποηκςιέκμο 2 

θμνέξ απμδζαηαηηζημφ δζαθφιαημξ (2x sample buffer) ηαζ αημθμφεςξ ηα δείβιαηα 

εενιάκεδηακ ζημοξ 98
o
C βζα 5 θεπηά. Ίζμζ υβημζ θμνηχεδηακ εζξ δζπθμφκ ηαζ  

αημθμφεδζε δθεηηνμθυνδζδ ζε απμδζαηαηηζηέξ ζοκεήηεξ ηαζ ακμζμαπμηφπςζδ 

ηαηά Western ιε ηα ακηζζχιαηα a-KRAS4B ηαζ a-HRAS. 

 

2.13 ΑΝΑΛΤΖ ΚΤΣΣΑΡΗΚΟΤ ΚΤΚΛΟΤ ΜΔ ΚΤΣΣΑΡΟΜΔΣΡΗΑ ΡΟΖ 

 

Σα ηφηηανα ηνορζκμπμζήεδηακ ηαζ λεπθφεδηακ ιε δζάθοια θςζθμνζηχκ αθάηςκ. 

ηδ ζοκέπεζα, ιμκζιμπμζήεδηακ ιε 70% αζεακυθδ βζα 10 θεπηά ζημοξ 4
o
C. Μεηά απυ 

θοβμηέκηνδζδ (1000rpm, 5 θεπηά), ημ ίγδια ακαδζαθφεδηε ζε δζάθοια θςζθμνζηχκ 

Δικόνα ΤΜ6: Ζιεθηξνθφξεζε ζε απνδηαηαθηηθέο 

ζπλζήθεο θαη ρξψζε κε Coomassie νιηθνχ βαθηεξηαθνχ 

εθρπιίζκαηνο πξηλ (γξακκή 1) θαη κεηά (γξακκή 2) ηελ 

επαγσγή κε IPTG, θαζαξηζκέλνπ βαθηεξηαθνχ 

ερθπιίζκαηνο εκπινπηηζκέλνπ κε GST-RBD (γξακκή 3) 

θαη ηδήκαηνο πνπ απνκαθξχλζεθε θαηά ηνλ θαζαξηζκφ 

(γξακκή 4). 
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αθάηςκ πμο πενζείπε 0.2% Triton-X100, 10ιg/ml Propidium Iodine ηαζ 50ιg/ml 

RNase. Δπςάζηδηακ βζα 30 θεπηά ζε εενιμηναζία δςιαηίμο ηαζ έβζκε δ ακάθοζδ ιε 

ημ BD FACS Canto II ηαζ ημ θμβζζιζηυ BD FACS DivaÔ v 5.0.1. Ζ ακάθοζδ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο έβζκε ιε ημ θμβζζιζηυ FlowJo.  

 

2.14 ΑΠΟΜΟΝΧΖ RNA ΚΑΗ ΠΑΡΑΚΔΤΖ CDNA 

 

Σα ηφηηανα ζοθθέπεδηακ ιε ημ ακηζδναζηήνζμ TRIZOL ηδξ Ambion ηαζ ημ RNA 

απμιμκχεδηε ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Ζ πμζυηδηα ηαζ δ 

ηαεανυηδηα ημο RNA ιεηνήεδηακ ιε ηδ ζοζηεοή NanoDrop ηαζ ημ θμβζζιζηυ ND-

1000 v3.3.0. Σα δείβιαηα είπακ Α260/Α280 > 1.8 ηαζ Α260/Α230 > 1.8. Ζ παναζηεοή ημο 

cDNA έβζκε ιε ηδκ ακηίζηνμθδ ιεηαβναθάζδ ImProm RT ηδξ Promega, ζφιθςκα ιε 

ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή ηαζ ηδ πνήζδ oligo(dT)18 εηηζκδηχκ λεηζκχκηαξ απυ 

2ιg RNA ζε υβημ ακηίδναζδξ 20ιl.  

 

2.15 ΖΜΗΠΟΟΣΗΚΖ ΑΛΤΗΓΧΣΖ ΑΝΣΗΓΡΑΖ ΠΟΛΤΜΔΡΑΖ 

ΑΝΣΗΣΡΟΦΖ ΜΔΣΑΓΡΑΦΑΖ 

 

Σμ cDNA πμο παναζηεοάζηδηε πνδζζιμπμζήεηε ζε αναίςζδ 1:40 βζα ηα βμκίδζα-

ζηυπμοξ (HRAS) ηαζ ζε αναίςζδ 1:800 βζα ημ βμκίδζμ ακαθμνάξ (18S rRNA). Οζ 

εηηζκδηέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ήηακ:  

HRAS sense 5’-ACCCGGCAGGGAGTGGAGGAT-3’ 

HRAS antisense 5’-CATCAGGAGGGTTCAGCTTCCGC-3’ 

18S rRNA sense 5’-GGCGCCCCCTCGATGCTCTTAG-3’ 

18S rRNA antisense 5’-GCTCGGGCCTGCTTTGAACACTCT-3’   

Οζ παναπάκς εηηζκδηέξ ζπεδζάζηδηακ ιε ημ πνυβναιια Primer3 v.0.4.0 ζε πενζμπέξ 

έκςζδξ ελςκίςκ ηαζ παναββέθεδηακ απυ ηδκ Invitrogen Σμ πνυβναιια ηδξ 

αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ πμθοιενάζδξ πμο εθανιυζηδηε βζα ηδκ εκίζποζδ ηςκ 

ακηίζημζπςκ mRNA ήηακ: 

1. 98
o
C βζα 3 θεπηά 

2. 98
o
C βζα 20 δεοηενυθεπηα 
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3. 60
o
C βζα 20 δεοηενυθεπηα 

4. 72
o
C βζα 30 δεοηενυθεπηα 

5. 72
o
C βζα 7 θεπηά 

Σα ζηάδζα 2-4 επακαθήθεδηακ βζα 28 ηφηθμοξ ζημ iCYCLER ηδξ εηαζνείαξ BioRad. 

 

2.16 ΓΟΝΗΓΗΑΚΖ ΑΠΟΗΧΠΖΖ ΣΖ ΠΡΧΣΔΨΝΖ HRAS ΜΔ ΣΖ ΥΡΖΖ 

ΜΗΚΡΧΝ ΠΑΡΔΜΒΑΛΛΟΜΔΝΧΝ ΜΟΡΗΧΝ RNA (siRNAS) 

   

Ζ βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ πνςηεΐκδξ HRAS έβζκε ιε ηδ πνήζδ ιζηνχκ 

πανειααθθυιεκςκ ιμνίςκ RNA (siRNAs). Σα μθζβμκμοηθεμηίδζα ζπεδζάζηδηακ ιε 

αάζδ ηδκ ακενχπζκδ HRAS ηαζ δεκ έπμοκ μιμζυηδηα ιε ηαιία αθθδθμοπία ηςκ 

άθθςκ RAS πνςηεσκχκ [237]. siRNA πμο ακηζζημζπεί ζε πενζμπή πμο δεκ 

ηςδζημπμζεί βζα ηάπμζμ mRNA πνδζζιμπμζήεδηε ςξ μθζβμκμοηθεμηίδζμ εθέβπμο. Σα 

siRNAs βζα ηδκ ακενχπζκδ HRAS παναζηεοάζηδηακ απυ ηδκ Dharmacon 

(ThermoScientific) εκχ ημ siRNA εθέβπμο απυ ηδκ GeneCust. Σα μθζβμκμοηθεμηίδζα 

εζζήπεδζακ ζηα ηφηηανα ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ πανμδζηήξ επζιυθοκζδξ ιε ηδ αμήεεζα ημο 

ακηζδναζηδνίμο HiPerFect (Qiagen), αθμφ πνμδβήεδηακ πεζνάιαηα αεθηζζημπμίδζδξ 

ηςκ ζοκεδηχκ βζα ηδκ απμηεθεζιαηζηυηενδ βμκζδζαηή απμζζχπδζδ. οβηεηνζιέκα, μζ 

3 ηοηηανζηέξ ζεζνέξ (Caco2, Caco2-KRAS
V12

 ηαζ Caco2-HRAS
V12

) ηαθθζενβήεδηακ 

ζε ηνοαθία 6 εέζεςκ (6-well plates), ζε ζοβηεκηνχζεζξ 1-3x10
5
 ηφηηανα/εέζδ ηαζ 

εθέβπεδηε δ ποηκυηδηά ημοξ ιεηά απυ 24, 48 ηαζ 72 χνεξ ηαεχξ ηαζ ηα επίπεδα 

έηθναζδξ ηςκ RAS πνςηεσκχκ. Γζα ηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 2x10
5
 ηοηηάνςκ/εέζδ, 

εθέβπεδηακ 3 δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ δζαθφιαημξ επζιυθοκζδξ, 5nM, 10nM ηαζ 

25nM. Σέθμξ, βζα 2x10
5
 ηφηηανα/εέζδ ηαζ 10nM δζαθφιαημξ επζιυθοκζδξ 

δμηζιάζηδηακ δζαθμνεηζηά πνμκζηά δζαζηήιαηα επχαζδξ. Μεηά απυ 72 χνεξ, 

αημθμφεδζακ πεζνάιαηα ακμζμθεμνζζιμφ ή ζοθθέπεδηακ ηα ηοηηανζηά εηποθίζιαηα 

βζα ηδκ πνμεημζιαζία δεζβιάηςκ βζα δθεηηνμθυνδζδ ηαζ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά 

Western ή ημπμεεηήεδηακ ηα ηφηηανα ζε εζδζηέξ εέζεζξ βζα in vitro έθεβπμ 

ηοηηανζηήξ δζείζδοζδξ (invasion assay). 
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2.17 ΑΝΟΟΦΘΟΡΗΜΟ ΜΔ ΜΗΚΡΟΚΟΠΗΑ ΤΝΔΣΗΑΚΖ 

ΑΠΔΗΚΟΝΗΖ (ΑΜΔΟ ΚΑΗ ΔΜΜΔΟ) 

 

Σα ηφηηανα ηαθθζενβήεδηακ ζε ηαθοπηνίδεξ ηαζ οπμαθήεδζακ ζημοξ απαναίηδημοξ 

πεζνζζιμφξ (πανμδζηή δζαιυθοκζδ ιε ιζηνά πανειααθθυιεκα ιυνζα RNA). ηδ 

ζοκέπεζα, έβζκε πθφζδ ηςκ ηοηηάνςκ δφμ θμνέξ ιε δζάθοια θςζθμνζηχκ αθάηςκ 

(PBS) ηαζ ιμκζιμπμίδζδ ιε δζάθοια παναθμνιαθδεΰδδξ 3% βζα 10 θεπηά. 

Αημοθμφεδζακ ηνεζξ πθφζεζξ ηςκ 2 θεπηχκ ιε PBS ηαζ επχαζδ ιε 0.2% Triton-X100 

ζε PBS βζα 5 θεπηά, πνμηεζιέκμο κα αολδεεί δ δζαπεναηυηδηα ηδξ ιειανάκδξ. Μεηά 

απυ ηνεζξ πθφζεζξ ηςκ 2 θεπηχκ ιε PBS, έβζκε επχαζδ ιε 1% BSA/4% goat serum 

βζα 30 θεπηά, πνμηεζιέκμο κα ηαθοθεμφκ μζ ιδ εζδζηέξ ακηζβμκζηέξ εέζεζξ. ηδ 

ζοκέπεζα, έβζκε επχαζδ ιε ημ δζάθοια ημο πνςημβεκμφξ ακηζζχιαημξ βζα 16 χνεξ 

ζημοξ 4
o
C. Με ημ πέναξ ηδξ επχαζδξ ηαζ εθυζμκ έβζκακ ηνεζξ πθφζεζξ ηςκ 5 θεπηχκ 

ιε PBS, έβζκε επχαζδ ιε ημ δζάθοια ημο δεοηενμβεκμφξ ακηζζχιαημξ βζα ιία χνα ζε 

εενιμηναζία δςιαηίμο. Σμ δεοηεμβεκέξ ακηίζςια πμκηζημφ ζογεοβιέκμ ιε Alexa-

Fluor-488® ήηακ απυ ηδ Molecular Probes Inc ηαζ πνδζζιμπμζήεδηε ζε αναίςζδ 

1:500. Σα ζκίδζα ηδξ αηηίκδξ (άιεζμξ ακμζμθεμνζζιυξ) έβζκακ ειθακή ιε θαθθμσδίκδ 

ζογεοβιέκδ ιε Alexa-Fluor-546® (Molecular Probes Inc) ηαζ μζ πονήκεξ ηςκ 

ηοηηάνςκ ιε πνχζδ DAPI. Σα ακηζζχιαηα ήηακ αναζςιέκα ζε δζάθοια 1% BSA/4% 

goat serum. Μεηά ηδκ επχαζδ ιε ημ δζάθοια ημο δεοηενμβεκμφξ ακηζζχιαημξ, 

αημθμφεδζε ιμκζιμπμίδζδ ιε δζάθοια παναθμνιαθδεΰδδξ 3% ζε PBS ηαζ 

ημπμεέηδζδ ηςκ ηαθοπηνίδςκ ζε εζδζηυ ιέζμ (mounting medium) πάκς ζε 

ακηζηεζιεκμθυνεξ πθάηεξ. Οζ ηαθοπηνίδεξ παναηδνήεδηακ ζε ιζηνμζηυπζμ 

ζοκεζηζαηήξ απεζηυκζζδξ SP5 Leica πμο δζαεέηεζ πδβή εηπμιπήξ laser αηηζκζαμθίαξ 

(Argon-488) ηαζ laser ζηενεάξ ηαηάζηαζδξ 561. Απθέξ εζηυκεξ ή δζαδμπζηχκ 

επζπέδςκ (z-stack series) εθήθεδζακ ιε 20x ή 40x θαημφξ Plan Apochromat. Ζ 

πνμαμθή ηςκ z-stack series έβζκε ιε ημ θμβζζιζηυ Leica LAS AF Lite. 
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2.18 ΥΡΖΖ ΥΖΜΗΚΧΝ ΑΝΑΣΟΛΔΧΝ ΣΧΝ ΜΟΝΟΠΑΣΗΧΝ ΣΧΝ MAP 

ΚΗΝΑΧΝ 

 

Πνμηεζιέκμο κα δζαπζζηςεεί ακ ηάπμζμ απυ ηα ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα πμο 

εκενβμπμζμφκηαζ απυ ηζξ RAS πνςηεΐκεξ ζοιιεηέπεζ ζηδ νφειζζδ ηςκ δζαθμνζηά 

εηθναγυιεκςκ πνςηεσκχκ, πνδζζιμπμζήεδηακ πδιζημί ακαζημθείξ πμο ζηαιαημφκ ηδ 

θεζημονβία ιζαξ πνςηεΐκδξ-ιέθμοξ ημο ιμκμπαηζμφ ηαζ ειπμδίγμοκ, ιε ημκ ηνυπμ 

αοηυ, ηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ. Πανειπμδίζηδηε δ θεζημονβία ημο πζμ ααζζημφ 

ιμκμπαηζμφ πμο εκενβμπμζείηαζ απυ ηζξ RAS πνςηεΐκεξ, ημ ιμκμπάηζ ηςκ MAP 

ηζκαζχκ. 

Γζα ηδκ πανειπυδζζδ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο ιμκμπαηζμφ ηςκ MAP ηζκαζχκ 

πνδζζιμπμζήεδηακ μζ ακαζημθείξ PD98059 (Cell Signaling, #9900) ηαζ U0126 (LC 

Labs, U-6770). Ο PD98059 έπεζ δεζπεεί υηζ δνα ιε ιεβάθδ επζθεηηζηυηδηα ςξ 

ακαζημθέαξ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ MEK1, πνμζδέκμκηαξ ζηδκ ακεκενβή MEK1 ηαζ 

ειπμδίγμκηαξ ηδκ εκενβμπμίδζή ηδξ απυ ακμδζημφξ εκενβμπμζδηέξ υπςξ δ RAF. Ο 

U0126 ακαζηέθθεζ ιδ ακηαβςκζζηζηά ηζξ ηζκάζεξ δζπθήξ ελεζδίηεοζδξ MEK1 ηαζ 

MEK2. 

Οζ παναπάκς ακαζημθείξ δζαθοημπμζήεδηακ ζε DMSO (dimethyl-sulfoxide) ηαζ 

ζοβηέκηνςζδ 1000x, έηζζ χζηε υηακ αναζχεδηακ ζημ ενεπηζηυ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ δ 

ζοβηέκηνςζδ ημο DMSO ήηακ 0.1% ηαζ δεκ επδνέαζε ηδ θοζζμθμβία ηςκ ηοηηάνςκ 

(ημ DMSO ζε ιεβάθεξ ζοβηεκηνχζεζξ επάβεζ ηδ δζαθμνμπμίδζδ). 

 

2.19 IN VITRO ΔΛΔΓΥΟ ΚΤΣΣΑΡΗΚΖ ΓΗΔΗΓΤΖ (INVASION ASSAY) 

 

Μεηά ημοξ απαναίηδημοξ πεζνζζιμφξ, 5x10
4
 ηφηηανα ηαθθζενβήεδηακ ζε ενεπηζηυ 

ιέζμ DMEM πμο πενζέπεζ 1% FBS ηαζ ημπμεεηήεδηακ ζε έκεεηα πμθοηαναμκζηήξ 

ιειανάκδξ δζαιέηνμο 6.5mm, ιε ιέβεεμξ πυνμο 8ιm ηαζ επζζηνςιέκδξ ιε 

Matrigel
TM

 (BD Biocoat
TM

).  

Σμ Matrigel είκαζ ημ ειπμνζηυ υκμια έκμξ γεθαηζκχδμοξ ιίβιαημξ πνςηεσκχκ πμο 

εηηνίκεηαζ απυ ηα EHS (Engelbrecht-Holm-Swarm) ηφηηανα ζανηχιαημξ πμκηζημφ 

ηαζ πανέπεηαζ απυ ηδκ BD Biosciences. Σμ ιίβια αοηυ είκαζ πθμφζζμ ζε πνςηεΐκεξ 
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ηδξ ελςηοηηάνζαξ μοζίαξ, υπςξ δ θαιζκίκδ ηαζ ημ ημθθαβυκμ, πμο πνμζθένμοκ ζηα 

οπυ ηαθθζένβεζα ηφηηανα ηζξ πεπηζδζηέξ αθθδθμοπίεξ πνμζηυθθδζδξ πμο εα έανζζηακ 

ζημ θοζζηυ ημοξ πενζαάθθμκ. Πενζέπεζ, επίζδξ, αολδηζημφξ πανάβμκηεξ πμο πνμάβμοκ 

ηδκ δζαθμνμπμίδζδ ηαζ ημκ πμθθαπθαζζαζιυ πμθθχκ ηοηηανζηχκ ηφπςκ ηαεχξ ηαζ 

άθθεξ πνςηεΐκεξ, πμο ανίζημκηαζ ζε ιζηνέξ ζοβηεκηνχζεζξ. Ζ αηνζαήξ ζφζηαζή ημο 

είκαζ άβκςζηδ. Απμηέθεζια ηδξ εηενμβεκμφξ ζφζηαζήξ ημο είκαζ κα δζεβείνεζ ιζα 

πμθφπθμηδ ηοηηανζηή ζοιπενζθμνά. Γζα ημ θυβμ αοηυ, πνδζζιμπμζείηαζ ζε πμθθέξ in 

vitro δμηζιαζίεξ υπςξ βζα ημκ έθεβπμ ηδξ αββεζμβέκεζδξ, ηδξ ιεηάζηαζδξ ηαζ ηδξ 

δζείζδοζδξ ηςκ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ (εηθόλα ΤΜ7) ηαζ ηδξ αοημ-ακακέςζδξ (self-

renewal) ηςκ ειανοζηχκ αθαζηζηχκ ηοηηάνςκ.  

 

 

 

 

 

 

Σα εκεέιαηα ημπμεεηήεδηακ ζηδ ζοκέπεζα ζε ακηίζημζπεξ εέζεζξ πμο πενζείπακ 

ενεπηζηυ ιέζμ DMEM ιε 10% FBS ηαζ αθέεδηακ ζε ηθίαακμ ιε πενζαάθθμκ 37
o
C 

ηαζ 5% CO2 βζα 22 χνεξ (αθέπε δζάηαλδ εηθόλα ΤΜ8).  

 

 

 

 

Ζ δζαθμνά ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ ημο μνμφ θεζημονβεί ςξ πδιεζμηαηηζηυ ιέζμ βζα ηδ 

δζέθεοζδ, υζςκ ηοηηάνςκ έπμοκ ηδκ ζηακυηδηα, ιέζα απυ ημ Matrigel. Σα ηφηηανα 

Δικόνα ΤΜ7: άξσζε απφ ειεθηξνληθφ 

κηθξνζθφπην δχν θπηηάξσλ αλζξψπηλνπ 

ηλνζαξθψκαηνο (HT-1080), ηα νπνία έρνπλ 

δηαζπάζεη ηα ζπζηαηηθά ηνπ Matrigel θαη 

κεηαλαζηεχνπλ κέζσ ηνπ πφξνπ ηεο 

πνιπθαξβνληθήο κεκβξάλεο 

Δικόνα ΤΜ8: ρεκαηηθή απεηθφληζε 

ηεο δηάηαμεο ηνπ επηζηξσκέλνπ κε 

Matrigel ελζέκαηνο ηνπνζεηεκέλνπ 

κέζα ζε αληίζηνηρε ζέζε ηξπβιίνπ, 

θαηάιιεινπ γηα ζπλζήθεο θπηηαξν- 

θαιιηέξγεηαο 
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πμο ανίζημκηακ ζηδκ εζςηενζηή πθεονά ημο εκεέιαημξ ηαζ δεκ είπακ δζεζζδφζεζ ημ 

Matrigel απμιαηνφκεδηακ ιε ααιααημθυνμ ζηοθευ. ηδ ζοκέπεζα, ηα εκεέιαηα 

ιμκζιμπμζήεδηακ ιε 3% παναθμνιαθεΰδδ ηαζ αάθδηακ ιε αζιαημλοθίκδ βζα 30 

θεπηά. Ο ανζειυξ ηςκ ηοηηάνςκ πμο είπε δζεζζδφζεζ ημ Matrigel ιεηνήεδηε ζε 7 

ηοπαία μπηζηά πεδία ιε ιζηνμζημπία ακηίεεζδξ θάζδξ (Nikon TE300) ηαζ ιεβέεοκζδ 

10x. Οζ πεζναιαηζηέξ επακαθήρεζξ (technical replicates) ζοβηνίεδηακ ιεηαλφ ημοξ ιε 

unpaired t-test χζηε κα ελαηνζαςεεί υηζ δεκ είκαζ ζδιακηζηά δζαθμνεηζηέξ. Έπεζηα 

ζοκδοάζηδηακ ηαζ μζ αζμθμβζηέξ επακαθήρεζξ (biological replicates) ζοβηνίεδηακ ιε 

paired t-test.  
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Α ΠΟ ΣΔ Λ Δ ΜΑΣΑ  
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3.1 ΣΑ ΟΓΚΟΓΟΝΗΓΗΑ RAS ΠΡΟΚΑΛΟΤΝ ΑΛΛΑΓΔ ΣΟ ΠΡΧΣΔΟΜΗΚΟ 

ΠΡΟΦΗΛ ΣΧΝ Caco2 ΚΤΣΣΑΡΧΝ 

 

Οθζηά πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα απυ ηζξ ηνεζξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ: Caco2 (εηθόλα Α1), 

Caco2-KRAS
V12

 (εηθόλα Α2) ηαζ Caco2-HRAS
V12

 (εηθόλα Α3) οπμαθήεδηακ ζε 

δθεηηνμθυνδζδ δφμ δζαζηάζεςκ. ηδκ πνχηδ δζάζηαζδ, πνδζζιμπμζήεδηακ ηαζκίεξ 

ζζμδθεηηνζηήξ εζηίαζδξ 18cm ιεβάθμο εφνμοξ ιδ βναιιζηήξ δζααάειζζδξ ημο pH 3-

10, βζα ηδκ απεζηυκζζδ ημο ζοκυθμο ηςκ πνςηεσκχκ ηςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ. Έπεζηα, 

πνμηεζιέκμο κα αεθηζςεεί δ ακάθοζή ημοξ αθθά ηαζ κα ιεζςεεί δ πμθοπθμηυηδηά 

ημοξ πνδζζιμπμζήεδηακ ηαζκίεξ ζζμδθεηηνζηήξ εζηίαζδξ ιζηνυηενμο εφνμοξ pH 3-5.6 

ιδ βναιιζηήξ δζααάειζζδξ ηαζ 4-7 βναιιζηήξ δζααάειζζδξ. ηζξ εζηυκεξ Α1 (Α), Α2 

(Α) ηαζ Α3 (Α) ζδιεζχκμκηαζ ιε ηάεεηεξ ηυηηζκεξ βναιιέξ ηα ζδιεία ημο pH 4, 5.6 

ηαζ 7 μνζμεεηχκηαξ ηζξ πενζμπέξ ηςκ δεζβιάηςκ πμο αεθηζχεδηε μ δζαπςνζζιυξ ηςκ 

πνςηεσκχκ ιε ηδ πνήζδ ηςκ ηαζκζχκ ζζμδθεηηνζηήξ εζηίαζδξ ιζηνυηενμο εφνμοξ ημο 

pH. Έηζζ, μζ πνςηεΐκεξ ιε ζζμδθεηηνζηυ ζδιείμ 3-5.6 ζε ιζα ηαζκία ζζμδθεηηνζηήξ 

εζηίαζδξ εφνμοξ pH 3-10 18cm δζαπςνίγμκηαζ ζε ιζα πενζμπή 6.5cm πενίπμο. 

Υνδζζιμπμζχκηαξ ηζξ ηαζκίεξ ζζμδθεηηνζηήξ εζηίαζδξ ιζηνυηενμο εφνμοξ pH 3-5.6 

(εζηυκεξ Α1 (Β), Α2 (Β) ηαζ Α3 (Β)), δ εζηίαζδ αοηχκ ηςκ πνςηεσκχκ 

πναβιαημπμζείηαζ ζε πενζμπή 18cm. Σμ ίδζμ ζζπφεζ ηαζ ιε ηδ πνήζδ ηςκ ηαζκζχκ 

ζζμδθεηηνζηήξ εζηίαζδξ ιζηνυηενμο εφνμοξ ημο pH 4-7 (εζηυκεξ Α1 (Γ), Α2 (Γ) ηαζ 

Α3 (Γ)). 

Σα πνςηεμιζηά πνμθίθ ηςκ RAS-ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ (Caco2-

KRAS
V12

 ηαζ Caco2-ΖRAS
V12

)
 
ζοβηνίεδηακ ιε ημ πνμθίθ ηςκ Caco2 ηοηηάνςκ. Ζ 

ζφβηνζζδ πναβιαημπμζήεδηε ιεηαλφ δεζβιάηςκ πμο δζαπςνίζηδηακ ζε ηαζκίεξ 

ζζμδθεηηνζηήξ εζηίαζδξ εφνμοξ pH 3-10, 3-5.6 ηαζ 4-7. Σα πνςηεσκζηά δείβιαηα 

δθεηηνμθμνήεδηακ ημοθάπζζημκ ηνεζξ θμνέξ ζε ηάεε ιία απυ ηζξ παναπάκς 

ζοκεήηεξ.  
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Δικόνα Α1: Σν πξσηενκηθφ πξνθίι ησλ Caco2 θπηηάξσλ. Πεθηέο πνιπαθξπιακηδίνπ 

φπνπ νη πξσηεΐλεο έρνπλ δηαρσξηζζεί νξηδφληηα κε βάζε ην ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν ζε 

ηαηλίεο κε δηαβάζκηζε ηνπ pH θαη θάζεηα ζχκθσλα κε ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο. Ζ 

εκθάληζε ησλ πξσηετλψλ έρεη γίλεη κε ρξψζε ληηξηθνχ αξγχξνπ. Ο δηαρσξηζκφο ησλ 

πξσηετλψλ έρεη γίλεη ζε ηαηλίεο ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο κε γξακκηθήο δηαβάζκηζεο ηνπ 

pH (Α) 3-10, (Β) 3-5.6 θαη (Γ) γξακκηθήο δηαβάζκηζεο ηνπ pH 4-7 
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Δικόνα Α2: Σν πξσηενκηθφ πξνθίι ησλ Caco2-KRAS
V12

 θπηηάξσλ. Πεθηέο 

πνιπαθξπιακηδίνπ φπνπ νη πξσηεΐλεο έρνπλ δηαρσξηζζεί νξηδφληηα κε βάζε ην 

ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν ζε ηαηλίεο κε δηαβάζκηζε ηνπ pH θαη θάζεηα ζχκθσλα κε ην 

κνξηαθφ ηνπο βάξνο. Ζ εκθάληζε ησλ πξσηετλψλ έρεη γίλεη κε ρξψζε ληηξηθνχ αξγχξνπ. 

Ο δηαρσξηζκφο ησλ πξσηετλψλ έρεη γίλεη ζε ηαηλίεο ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο κε 

γξακκηθήο δηαβάζκηζεο ηνπ pH (Α) 3-10, (Β) 3-5.6 θαη (Γ) γξακκηθήο δηαβάζκηζεο ηνπ 

pH 4-7  

(Α) 

(Β) (Γ) 
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Δικόνα Α3: Σν πξσηενκηθφ πξνθίι ησλ Caco2-HRAS
V12

 θπηηάξσλ. Πεθηέο 

πνιπαθξπιακηδίνπ φπνπ νη πξσηεΐλεο έρνπλ δηαρσξηζζεί νξηδφληηα κε βάζε ην 

ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν ζε ηαηλίεο κε δηαβάζκηζε ηνπ pH θαη θάζεηα ζχκθσλα κε ην 

κνξηαθφ ηνπο βάξνο. Ζ εκθάληζε ησλ πξσηετλψλ έρεη γίλεη κε ρξψζε ληηξηθνχ αξγχξνπ. 

Ο δηαρσξηζκφο ησλ πξσηετλψλ έρεη γίλεη ζε ηαηλίεο ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο κε 

γξακκηθήο δηαβάζκηζεο ηνπ pH (Α) 3-10, (Β) 3-5.6 θαη (Γ) γξακκηθήο δηαβάζκηζεο ηνπ 

pH 4-7    

(Α) 

(Β) (Γ) 
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ηδκ εηθόλα Α4 πανμοζζάγεηαζ εκδεζηηζηά δ ζφβηνζζδ ημο πνςηεμιζημφ πνμθίθ ηςκ 

Caco2 ηαζ ηςκ Caco2-KRAS
V12

 ζε εφνμξ pH 4-7. Με ηυηηζκα αέθδ ζδιεζχκμκηαζ ςξ 

δζαθμνέξ ηα ζηίβιαηα πμο οπάνπμοκ ζηδκ πδηηή ημο εκυξ δείβιαημξ ηαζ υπζ ημο 

άθθμο ή αοηά πμο έπμοκ ιεβάθδ δζαθμνά ζηδκ έκηαζδ. Αζεεκέζηενδ πνχζδ δεκ 

ζδιαίκεζ απαναίηδηα ηαζ παιδθυηενδ έηθναζδ, ηαεχξ ιπμνεί κα μθείθεηαζ ζε 

ηάπμζα ιεηα-ιεηαθναζηζηή ηνμπμπμίδζδ ή ζε δζαθμνζηή δζαθοηυηδηα. ηίβιαηα πμο 

οπάνπμοκ ή είκαζ πζμ έκημκα ζημ πνςηεμιζηυ πνμθίθ ηςκ Caco2 ηοηηάνςκ μδδβμφκ 

ζηδκ ηαοημπμίδζδ πνςηεσκχκ, ηςκ μπμίςκ δ έηθναζδ ιεζχκεηαζ ιεηά ημκ 

ιεηαζπδιαηζζιυ απυ ηα RAS μβημβμκίδζα. Ακηίζημζπα, ζηίβιαηα πμο οπάνπμοκ ή 

είκαζ πζμ έκημκα ζηα πνςηεμιζηά πνμθίθ ηςκ RAS-ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ 

μδδβμφκ ζηδκ ηαοημπμίδζδ πνςηεσκχκ, ηςκ μπμίςκ δ έηθναζδ αολάκεζ ιεηά ημκ 

ιεηαζπδιαηζζιυ. Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ ηαοηυπνμκα ιε ηα ζηίβιαηα πμο 

εκημπίγμκηαζ ςξ δζαθμνέξ, απμηυπημκηαζ ηαζ άθθα βεζημκζηά, πνμηεζιέκμο κα μνζζηεί 

δ πενζμπή ζφβηνζζδξ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δικόνα Α4: Οπηηθή ζχγθξηζε δχν πεθηψλ πνιπαθξπιακηδίνπ φπνπ νη πξσηεΐλεο ησλ 

Caco2 θαη Caco2-KRASV12 έρνπλ δηαρσξηζηεί κε βάζε ην ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν 

ζε ηαηλίεο ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο γξακκηθήο δηαβάζκηζεο ηνπ pH 4-7. Με θφθθηλα 

βέιε ζεκεηψλνληαη ηα ζηίγκαηα πνπ ππάξρνπλ ζηε κία πεθηή θαη φρη ζηελ άιιε ή έρνπλ 

κεγάιε δηαθνξά ζηελ έληαζή ηνπο. 

  4                                                                                    7 

Caco2 

  4                                                                                   7 

Caco2-KRAS
V12
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ηδκ εηθόλα Α5 πανμοζζάγμκηαζ ηάπμζα απυ ηα ζηίβιαηα πμο απμηυπδηακ ςξ 

δζαθμνέξ ιεηαλφ ηςκ δφμ γεοβχκ δεζβιάηςκ πμο ζοβηνίεδηακ (Caco2 vs Caco2-

KRAS
V12

 ηαζ Caco2 vs Caco2-ΖRAS
V12

) ηαεχξ ηαζ μζ πνςηεΐκεξ πμο 

ηαοημπμζήεδηακ. Οζ πνςηεΐκεξ αοηέξ ηαοημπμζήεδηακ ιεηά απυ πνςηεμθοηζηή πέρδ 

ιε ηνορίκδ, δζαπςνζζιυ ηςκ πεπηζδίςκ ιε οβνή πνςιαημβναθία ορδθήξ πίεζδξ ηαζ 

ηαοημπμίδζή ημοξ ιε κακμρεηαζιυ ηαζ δζαδμπζηή θαζιαημιεηνία ιάγαξ ηφπμο 

παβίδαξ ζυκηςκ (nano-ESI MS/MS).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

οκμθζηά, ανέεδηακ 111 ηαζ 123 κα εηθνάγμκηαζ δζαθμνζηά ιεηά ημκ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ Caco2 ηοηηάνςκ απυ ηα μβημβμκίδζα KRAS
V12

 ηαζ HRAS
V12

 

ακηίζημζπα (πίλαθαο 1). Ο επαβυιεκμξ ιεηαζπδιαηζζιυξ απυ ημ μβημβμκίδζμ 

KRAS
V12

 επέθενε αφλδζδ ζηδκ έηθναζδ 49 πνςηεσκχκ ηαζ ιείςζδ ζηδκ έηθναζδ 62 

πνςηεσκχκ. Ακηίζημζπα, μ ιεηαζπδιαηζζιυξ απυ ημ HRAS
V12

 αφλδζε ηδκ έηθναζδ 57 

πνςηεσκχκ ηαζ ιείςζε ηδκ έηθναζδ 66 πνςηεσκχκ. 

 

Caco2 Caco2-HRASV12 

14-3-3 δ/δ 

14-3-3 δ/δ 

Tropomyosin α4 

chain 

EIF6 

Caco2 

GSTP1 

COMT 

Caco2-KRASV12 

RhoGDI 

CLIC4 
CLIC1 

Δικόνα Α5: Δλδεηθηηθέο πεξηνρέο ζχγθξηζεο πεθηψλ δχν δηαζηάζεσλ θαη νλφκαηα 

πξσηετλψλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ κε θαζκαηνκεηξία κάδαο σο δηαθνξέο 

NNMT 

HSPB1 



70                                    ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

 



71                                    ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

 



72                                    ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

 

 



73                                    ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

 



74                                    ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

 



75                                    ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

 

 



76                                    ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

 

 



77                                    ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

 



78                                    ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

3.2 ΣΑ ΟΓΚΟΓΟΝΗΓΗΑ RAS ΔΠΖΡΔΑΕΟΤΝ ΣΖΝ ΔΚΦΡΑΖ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ 

ΠΟΤ ΥΔΣΗΕΟΝΣΑΗ ΜΔ ΠΟΗΚΗΛΔ ΒΗΟΛΟΓΗΚΔ ΓΗΔΡΓΑΗΔ ΣΟΤ 

ΚΤΣΣΑΡΟΤ (GO ANALYSIS) 

 

Απυ ηδ ζφβηνζζδ ηςκ πνςηεμιζηχκ πνμθίθ ηςκ Caco2 ηοηηάνςκ ιε ηα Caco2-

KRAS
V12

 ηαζ ηα Caco2-HRAS
V12

, πνμέηορακ ηέζζενζξ θίζηεξ πνςηεσκχκ ηςκ μπμίςκ 

δ έηθναζδ νοειίγεηαζ εεηζηά ή ανκδηζηά απυ ηα δφμ μβημβμκίδζα RAS. Οζ θίζηεξ 

αοηέξ δεκ πανέπμοκ πθδνμθμνίεξ ζπεηζηά ιε ηζξ αζμθμβζηέξ δζενβαζίεξ ηςκ ηοηηάνςκ 

πμο επδνεάγμκηαζ ιεηά ημκ ιεηαζπδιαηζζιυ ημοξ απυ ηα μβημβμκίδζα RAS. 

Πνμηεζιέκμο κα πνμζδζμνζζημφκ μζ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ πμο πζεακχξ αθθάγμοκ, μζ 

πνςηεΐκεξ μιαδμπμζήεδηακ ζφιθςκα ιε ηδκ ηαηαπχνζζή ημοξ ζε δζεεκή αάζδ 

δεδμιέκςκ (www.geneontology.org ηαζ www.ebi.ac.uk/GOA) βζα ηζξ αζμθμβζηέξ 

δζενβαζίεξ ζηζξ μπμίεξ ζοιιεηέπμοκ. Κάπμζεξ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο ηαοημπμζήεδηακ 

δεκ έπμοκ ηαηαπχνζζδ εκχ άθθεξ ακηζζημζπμφκ ζε πενζζζυηενεξ απυ ιία ηαηδβμνίεξ. 

Οζ ηαηδβμνίεξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ μιαδμπμίδζδ ηςκ πνςηεσκχκ είκαζ μζ 

ελήξ: 

 κεηαγωγή ζήκαηνο (GO:0007165),  

 κεηαθνξά (GO:0006810), ιε οπμηαηδβμνίεξ υπςξ δ έλμδμξ πνςηεσκχκ απυ ημκ 

πονήκα (GO:0006611) ηαζ δ έλμδμξ ιμνίςκ RNA απυ ημκ πονήκα (GO:0006405), 

 απόπηωζε (GO:0006915) ηαζ νφειζζή ηδξ (GO:0042981) 

 νμεηδναλαγωγηθή νκνηόζηαζε (GO:0045454) ηαζ ηοηηανζηή απυηνζζδ ζηζξ 

εκενβέξ νίγεξ μλοβυκμο (GO:0034614) 

 θπηηαξηθόο θύθινο (GO:0007049), ιε οπμηαηδβμνία ηδ ιίηςζδ (GO:0007067) 

 κεηαγξαθή (GO:0006350) ηαζ νφειζζή ηδξ (GO:0006355) 

 κεηάθξαζε (GO:0006412) ηαζ έκανλή ηδξ (GO:0006413) 

 κεηαβνιηζκόο (GO:0008152), ιε οπμηαηδβμνίεξ υπςξ δ βθοηυθοζδ (GO:0006096) 

ηαζ δ νφειζζή ηδξ (GO:0006110) 

 θπηηαξηθόο πνιιαπιαζηαζκόο (GO:0008283) ηαζ νφειζζή ημο (GO:0008284) 

 θπηηαξηθή θίλεζε (GO:0006928) 

Πζμ ακαθοηζηά, δ ζφβηνζζδ ηςκ Caco2 ιε ηα Caco2-KRAS
V12

 ηφηηανα μδήβδζε ζηδκ 

ηαοημπμίδζδ 62 πνςηεσκχκ πμο νοειίγμκηαζ ανκδηζηά απυ ημ μβημβμκίδζμ KRAS
V12

. 

Απυ αοηέξ μζ 6 δεκ είκαζ ηαηαπςνδιέκεξ κα ζοιιεηέπμοκ ζε ηάπμζα αζμθμβζηή 

δζενβαζία ημο ηοηηάνμο. Απυ ηζξ οπυθμζπεξ 56 πνςηεΐκεξ, ημ 23% αθμνά ηδκ 

http://www.geneontology.org/
http://www.ebi.ac.uk/GOA
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ηαηδβμνία ημο ιεηααμθζζιμφ, ημ 21% ηδκ μλεζδμακαβςβζηή μιμζυζηαζδ ημο 

ηοηηάνμο, ημ 20% ημκ ηοηηανζηυ πμθθαπθαζζαζιυ, ημ 18% ηδκ απυπηςζδ, εκχ 20% 

αοηχκ ηςκ πνςηεσκχκ δεκ ακήημοκ ζε ηάπμζα απυ ηζξ πνμακαθενεείζεξ ηαηδβμνίεξ 

(εηθόλα Α6 (Α)). 

 

 

 

 

 

 

Πρωτεΐνες με μειωμένη έκυραση στα Caco2-KRAS
V12

 κύτταρα 

μεηαγωγή ζήμαηορ

μεηαθοπά

απόπηωζε

οξειδοαναγωγική ομοιόζηαζε

κςηηαπικόρ κύκλορ

μεηαγπαθή

μεηάθπαζε

μεηαβολιζμόρ

κςηηαπικόρ πολλαπλαζιαζμόρ

κςηηαπική κίνεζε

άλλερ καηεγοπίερ

6% 
9% 

10% 

12% 

6% 
10% 

8% 

13% 

11% 

4% 
11% 

Α 

Πρωτεΐνες με ασξημένη έκυραση στα Caco2-KRAS
V12

 κύτταρα 

μεηαγωγή ζήμαηορ

μεηαθοπά

απόπηωζε

οξειδοαναγωγική ομοιόζηαζε

κςηηαπικόρ κύκλορ

μεηαγπαθή

μεηάθπαζε

μεηαβολιζμόρ

κςηηαπική κίνεζε

άλλερ καηεγοπίερ

13% 

14% 

10% 

13% 

15% 

3% 
5% 

10% 
6% 

11% 

Β 

Δικόνα Α6: Οκαδνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ πνπ ξπζκίδνληαη αξλεηηθά (Α) θαη ζεηηθά (Β) 

απφ ην νγθνγνλίδην KRAS
V12

 θαηά ην κεηαζρεκαηηκφ ησλ Caco2 θπηηάξσλ 
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Θεηζηά νοειζγυιεκεξ απυ ημ μβημβμκίδζμ KRAS
V12

 ηαοημπμζήεδηακ 49 πνςηεΐκεξ, 

απυ ηζξ μπμίεξ μζ 4 δεκ είκαζ ηαηαπςνδιέκεξ ζε ηάπμζα ηαηδβμνία αζμθμβζηήξ 

δζενβαζίαξ. Απυ ηζξ οπυθμζπεξ 45, ημ 20% ειπθέηεηαζ ζηδ ιεηαθμνά πνςηεσκχκ, 

RNA ηθπ ιέζα ζημ ηφηηανμ ή ιεηαλφ ηςκ ηοηηάνςκ, ημ 18% αθμνά πνςηεΐκεξ πμο 

ζοιιεηέπμοκ ζηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ, αηυιδ έκα 18% νοειίγεζ ηδκ ηοηηανζηή 

ηίκδζδ εκχ ημ 20% δεκ ακήηεζ ζε ηαιία ηαηδβμνία (εηθόλα Α6 (Β)). 

 

 

 

 

Πρωτεΐνες με μειωμένη έκυραση στα Caco2-HRAS
V12

 κύτταρα

μεηαγωγή ζήμαηορ

μεηαθοπά

απόπηωζε

οξειδοαναγωγική ομοιόζηαζε

κςηηαπικόρ κύκλορ

μεηαγπαθή

μεηάθπαζε

μεηαβολιζμόρ

κςηηαπικόρ πολλαπλαζιαζμόρ

κςηηαπική κίνεζε

άλλερ καηεγοπίερ

Α 

Β 

Δικόνα Α7: Οκαδνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ πνπ ξπζκίδνληαη αξλεηηθά (Α) θαη ζεηηθά (Β) 

απφ ην νγθνγνλίδην HRAS
V12

 θαηά ην κεηαζρεκαηηκφ ησλ Caco2 θπηηάξσλ 

 

5% 
8% 

8% 

14% 

8% 
5% 3% 

25% 

4% 
3% 

17% 

Πρωτεΐνες με ασξημένη έκυραση στα Caco2-HRAS
V12

 κύτταρα

μεηαγωγή ζήμαηορ

μεηαθοπά

απόπηωζε

οξειδοαναγωγική ομοιόζηαζε

κςηηαπικόρ κύκλορ

μεηαγπαθή

μεηάθπαζε

μεηαβολιζμόρ

κςηηαπικόρ πολλαπλαζιαζμόρ

κςηηαπική κίνεζε

άλλερ καηεγοπίερ

17% 

16% 

10% 
3% 7% 

9% 
2% 

6% 

6% 

9% 

15% 
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Απυ ηδ ζφβηνζζδ ηςκ πνςηεμιζηχκ πνμθίθ ηςκ Caco2 ηαζ ηςκ Caco2-HRAS
V12

 

ηοηηάνςκ πνμέηορακ 66 πνςηεΐκεξ κα νοειίγμκηαζ ανκδηζηά απυ ημ μβημβμκίδζμ 

HRAS
V12

, απυ ηζξ μπμίεξ μζ 7 δεκ είκαζ ηαηαπςνδιέκεξ ζε ηάπμζα ηαηδβμνία 

αζμθμβζηήξ δζενβαζίαξ ημο ηοηηάνμο. Απυ ηζξ οπυθμζπεξ 59, ημ 32% αθμνά πνςηεΐκεξ 

πμο ειπθέημκηαζ ζημ ιεηααμθζζιυ, ημ 19% ζηδκ μλεζδμακαβςβζηή μιμζυζηαζδ εκχ 

ημ 22% αθμνά άθθεξ ηαηδβμνίεξ αζμθμβζηχκ δζενβαζζχκ (εηθόλα Α7 (Α)). Οζ εεηζηά 

νοειζγυιεκεξ πνςηεΐκεξ πμο ηαοημπμζήεδηακ ήηακ 57, απυ ηζξ μπμίεξ μζ 3 δεκ είκαζ 

ηαηαπςνδιέκεξ ζε ηάπμζα ηαηδβμνία. Απυ ηζξ οπυθμζπεξ 54, ημ 28% αθμνά 

πνςηεΐκεξ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ ιεηαβςβή ζήιαημξ, ημ 26% ζηδ ιεηαθμνά 

πνςηεσκχκ εκχ ημ 24% δεκ ακήηεζ ζε ηαιία ηαηδβμνία (εηθόλα Α7 (Β)). 

οιπεναζιαηζηά, ηαζ ηα δφμ μβημβμκίδζα νοειίγμοκ ανκδηζηά ηονίςξ ηδκ έηθναζδ 

πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ζημ ιεηααμθζζιυ ηαζ ηδκ μλεζδμακαβςβζηή μιμζυζηαζδ 

ηαζ εεηζηά ηδκ έηθναζδ πνςηεσκχκ πμο παίγμοκ νυθμ ζηδ ιεηαβςβή ζήιαημξ ηαζ ηδ 

ιεηαθμνά πνςηεσκχκ, RNA ηθπ ιεηαλφ ηςκ ηοηηανζηχκ δζαιενζζιάηςκ αθθά ηαζ 

ιεηαλφ ηοηηάνςκ. 

 

3.3 ΑΝΑΛΤΖ ΣΟΤ ΚΤΣΣΑΡΗΚΟΤ ΚΤΚΛΟΤ ΓΔΗΥΝΔΗ ΣΟ ΓΗΑΚΡΗΣΟ 

ΡΟΛΟ ΣΧΝ ΟΓΚΟΓΟΝΗΓΗΧΝ KRAS
V12

 ΚΑΗ HRAS
V12

 ΣΟ 

ΜΔΣΑΥΖΜΑΣΗΜΟ ΣΧΝ Caco2 ΚΤΣΣΑΡΧΝ 

 

Ζ πνυμδμξ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο εθέβπεηαζ απυ ιζα ζεζνά ηζκαζχκ ελανηχιεκεξ 

απυ ηζξ ηοηθίκεξ (cyclin-dependent kinases - CDKs). Ζ εκενβυηδηα αοηχκ ηςκ 

εκγφιςκ εθέβπεηαζ απυ πμθθμφξ ιδπακζζιμφξ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ιε νοειζζηζηέξ οπμιμκάδεξ (ηοηθίκεξ), θςζθμνοθίςζδξ ηαζ 

απμθςζθμνοθίςζδξ ηαζ αθθδθεπίδναζδξ ιε ακαζημθείξ (CDK inhibitors – CKIs) 

[238], [239]. Ζ πμζυηδηα ηςκ ηοηθζκχκ, ηςκ ακαζημθέςκ ηςκ ηζκαζχκ πμο 

ελανηχκηαζ απυ ηζξ ηοηθίκεξ ηαζ άθθςκ νοειζζηχκ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο 

δζαηοιαίκεηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο ςξ απμηέθεζια πενζμδζηήξ 

πνςηευθοζδξ [240]. Σμ πνςηεμθοηζηυ ιμκμπάηζ ηδξ μοαζημοσηίκδξ-πνςηεαζχιαημξ 

ιεζμθααεί ηδκ απμζημδυιδζδ ηέημζςκ νοειζζηζηχκ πνςηεσκχκ ιε ιζηνυ πνυκμ γςήξ 

ηαζ ζοκεπχξ εθέβπεζ ηζξ εκδμηοηηανζηέξ ημοξ ζοβηεκηνχζεζξ [241], [242]. Πανά ηδ 

δμιζηή μιμζυηδηα ηςκ ηοηθζκχκ, απμζημδμιμφκηαζ ζε δζαθμνεηζηυ ζηάδζμ ημο 

ηοηηανζημφ ηφηθμο απυ ημ ιμκμπάηζ ηδξ μοαζημοσηίκδξ-πνςηεαζχιαημξ, 
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οπμδδθχκμκηαξ υηζ δ δζαδζηαζία μοαζημοσηζκίςζδξ βζα ηάεε ηοηθίκδ είκαζ 

ζοβηεηνζιέκδ ηαζ πμθφ εοαίζεδηδ. Σμ ιμκμπάηζ μοαζημοσηίκδξ-πνςηεαζχιαημξ βζα 

ηδκ απμζημδυιδζδ ηςκ πνςηεσκχκ απμηεθείηαζ απυ δφμ λεπςνζζηά αήιαηα: ηδκ 

επζζφκαρδ πμθθχκ ιμνίςκ μοαζημοσηίκδξ ζημ πνςηεσκζηυ οπυζηνςια ηαζ ηδκ 

απμζημδυιδζδ ηδξ πμθο-μοαζημοσηζκζςιέκδξ πνςηεΐκδξ απυ ημ 26S ζφιπθεβια ημο 

πνςηεαζχιαημξ [241], [242]. Ζ επζηυθθδζδ ηςκ ιμνίςκ ηδξ μοαζημοσηίκδξ ζηζξ 

πνςηεΐκεξ-ζηυπμοξ ιεζμθααείηαζ απυ 3 ημοθάπζζημκ έκγοια: ημ έκγοιμ πμο 

εκενβμπμζεί ηδκ μοαζημοσηίκδ (ubiquitin-activating enzyme – E1), ημ έκγοιμ πμο 

πνμζημθθά ηδκ μοαζημοσηίκδ (ubiquitin conjugating enzyme – E2) ηαζ ηδ θζβάζδ ηδξ 

μοαζημοσηίκδξ (Δ3). Σα ζοζηαηζηά ηδξ Δ3 εεςνείηαζ υηζ είκαζ ηα ηονίςξ οπεφεοκα βζα 

ηδκ ελεζδζηεοιέκδ ακαβκχνζζδ ηαεεκυξ απυ ημ πθήεμξ ηςκ πνςηεσκχκ-ζηυπςκ.  

Ζ ζφβηνζζδ ηςκ πνςηεμιζηχκ πνμθίθ ηςκ Caco2 vs Caco2-KRAS
V12

 ηαζ Caco2 vs 

Caco2-HRAS
V12

 μδήβδζε ζηδκ ηαοημπμίδζδ δζαθμνζηά εηθναγυιεκςκ πνςηεσκχκ 

πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο. Κάπμζεξ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ 

αοηέξ θαίκεηαζ υηζ νοειίγμκηαζ ιε ημκ ίδζμ ηνυπμ απυ ηα δφμ μβημβμκίδζα π.π. δ SKP1 

(S-phase associated kinase 1) πανμοζζάγεζ παιδθυηενα επίπεδα ζηα 

ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα εκχ ακηίεεηα μζ δφμ ζζμιμνθέξ ημο ηαηαζημθέα ηδξ 

SUGT (Suppressor of G2 allele of SKP1) πανμοζζάγμοκ αολδιέκδ έηθναζδ (εηθόλα 

Α8). 

 

 

 

 

Ανηεηέξ απυ ηζξ οπμιμκάδεξ ημο πνςηεαζχιαημξ (proteasome subunits beta, alpha) 

νοειίγμκηαζ δζαθμνεηζηά απυ ηα δφμ μβημβμκίδζα ηαεχξ ηαζ εκενβμπμζδηέξ ημο 

ζοιπθέβιαημξ ημο πνςηεαζχιαημξ (proteasome activator complex). Οζ παναηδνήζεζξ 

αοηέξ μδήβδζακ ζηδκ οπυεεζδ υηζ ηα μβημβμκίδζα RAS επδνεάγμοκ ημκ ηοηηανζηυ 

Δικόνα Α8: Πεθηέο δχν δηαζηάζεσλ πνπ δείρλνπλ λα ξπζκίδεηαη αξλεηηθά ε έθθξαζε 

ηεο SKP1 (αξηζηεξά) θαη ζεηηθά ε έθθξαζε ησλ δχν ηζνκνξθψλ ηνπ θαηαζηνιέα ηεο 

SUGT (δεμηά) ζηα ras-κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα  

S-phase associated kinase 1- SKP1 Suppressor of G2 allele of SKP1 

Caco2 Caco2-KRAS
V12 Caco2 Caco2-KRAS

V12 
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ηφηθμ ιε δζαθμνεηζηυ ηνυπμ ημ ηαεέκα. Πνμηεζιέκμο κα επζαεααζχζμοιε ημκ 

δζαθμνεηζηυ νυθμ ηςκ δφμ μβημβμκζδίςκ ζηδ νφειζζδ ημο ηοηηανζημφ ηφηθμο, 

ακαθφζαιε ηζξ ηνεζξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ιε ηοηηανμιεηνία νμήξ ηαζ πνχζδ ιε 

propidium iodine. Σα απμηεθέζιαηα (εηθόλα Α9) δείπκμοκ υηζ ημ μβημβμκίδζμ 

KRAS
V12

 δεκ επζδνά ζδιακηζηά ζημκ ηοηηανζηυ ηφηθμ. Αολάκεζ εθάπζζηα ηδκ 

παναιμκή ηςκ ηοηηάνςκ ζηδκ G1 θάζδ. Ακηίεεηα, ημ μβημβμκίδζμ HRAS
V12

 αολάκεζ 

ηδ ιζηςηζηή δναζηδνζυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ, ιε απμηέθεζια μ ιεβαθφηενμξ πθδεοζιυξ 

κα ανίζηεηαζ ζηδκ θάζδ G2/M. 

 

 

 

 

 

 

3.4 ΣΑ ΟΓΚΟΓΟΝΗΓΗΑ RAS (ΚIRSTEN ΚΑΗ HARVEY) ΡΤΘΜΗΕΟΤΝ OMOIA 

ΣΑ ΔΠΗΠΔΓΑ ΔΚΦΡΑΖ ΜΗΑ ΟΜΑΓΑ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ  

 

Σα πνςηεμιζηά πνμθίθ ηςκ δφμ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ απυ ηα 

μβημβμκίδζα RAS, Caco2-KRAS
V12

 ηαζ Caco2-HRAS
V12

, ειθάκζζακ μιμζυηδηεξ ζηζξ 

πνςηεΐκεξ πμο νοειίζηδηακ δζαθμνζηά ιεηά ημ ιεηαζπδιαηζζιυ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, 

δζαπζζηχεδηακ 24 ημζκέξ πνςηεΐκεξ ιε εεηζηή νφειζζδ ζηδκ έηθναζή ημοξ ηαζ 17 

πνςηεΐκεξ ιε ανκδηζηή νφειζζδ ηδξ έηθναζήξ ημοξ (εηθόλα Α10). 

 

Caco2 Caco2 – KRASV12 Caco2 – HRASV12 

Δικόνα Α9: Αλάιπζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ κε θπηηαξνκεηξία ξνήο ησλ Caco2 θπηηάξσλ 

θαη ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ απφ ηα νγθνγνλίδηα RAS, Caco2-KRAS
V12

 θαη Caco2-

HRAS
V12
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Δικόνα Α10: Ο αξηζκφο ησλ πξσηετλψλ ησλ νπνίσλ ε έθθξαζε ξπζκίδεηαη ζεηηθά ή 

αξλεηηθά απφ ηα νγθνγνλίδηα RAS ζηα αληίζηνηρα κεηαζρεκαηηζκέλα Caco2-KRAS
V12

 θαη 

Caco2-HRAS
V12

 θχηηαξα ζπγθξηηηθά κε ηα αξρηθά Caco2. Πεξίπνπ ην 45% ησλ 

πξσηετλψλ πνπ απμάλνπλ ηελ έθθξαζή ηνπο ππφθεηληαη ζε ζεηηθή ξχζκηζε θαη απφ ηα δχν 

νγθνγνλίδηα RAS, ελψ ην 25% ησλ πξσηετλψλ πνπ παξνπζηάδεη κεησκέλε έθθξαζε, 

ξπζκίδεηαη αξλεηηθά θαη απφ ηα δχν νγθνγνλίδηα. 

24 

θνηλέο 33 

Caco2-HRAS
V12 

25 

Caco2-KRAS
V12 

A. Θεηηθά ξπζκηδόκελεο πξωηεΐλεο 

17 

θνηλέο 
49 

Caco2-HRAS
V12 

45 

Caco2-KRAS
V12 

B. Αξλεηηθά ξπζκηδόκελεο πξωηεΐλεο 
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3.5 ΔΠΗΒΔΒΑΗΧΖ ΣΧΝ ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΧΝ ΣΖ ΠΡΧΣΔΟΜΗΚΖ 

ΑΝΑΛΤΖ ΜΔ ΑΝΟΟΑΠΟΣΤΠΧΖ ΚΑΣΑ WESTERN 

 

Ο εκημπζζιυξ εκυξ ζηίβιαημξ ςξ δζαθμνά ηαηά ηδ ζφβηνζζδ πδηηχκ δφμ δζαζηάζεςκ 

δεκ ακηζζημζπεί πάκηα ζε ιία πνςηεΐκδ πμο επδνεάγεηαζ δ έηθναζή ηδξ απυ ημκ 

πεζνζζιυ (π.π. ιεηαζπδιαηζζιυξ ιε ηάπμζμ μβημβμκίδζμ, εθανιμβή εκυξ εεναπεοηζημφ 

πανάβμκηα ηθπ) πμο έπεζ βίκεζ ζημ δεφηενμ δείβια.  

Ζ πνςηεΐκδ πμο ηαοημπμζείηαζ απυ ηδκ ακάθοζδ ημο ζηίβιαημξ ιπμνεί κα έπεζ 

οπμζηεί ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ υπςξ θςζθμνοθίςζδ, μλείδςζδ ηδξ 

ηοζηεΐκδξ ηθπ πμο αθθάγμοκ ημ ζζμδθεηηνζηυ ζδιείμ ηδξ, ιε απμηέθεζια κα εζηζάγεζ 

ζε δζαθμνεηζηυ ζδιείμ ή άθθεξ ηνμπμπμζήζεζξ υπςξ βθοημζοθίςζδ ή αηεηοθίςζδ 

πμο αθθάγμοκ ηδκ δθεηηνμθμνδηζηή ηζκδηζηυηδηα ηδξ πνςηεΐκδξ, ιε απμηέθεζια κα 

εκημπίγεηαζ ζε ορδθυηενα ιμνζαηά αάνδ. Γζα ημοξ θυβμοξ αοημφξ είκαζ απαναίηδηδ δ 

επζαεααίςζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ πνςηεμιζηήξ ακάθοζδξ ιε άθθεξ πζμ ηθαζζηέξ 

ηεπκζηέξ υπςξ είκαζ δ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western. ηδκ πανμφζα ιεθέηδ, δ 

ιεεμδμθμβία πμο πνδζζιμπμζείηαζ (δθεηηνμθυνδζδ δφμ δζαζηάζεςκ ηαζ πνχζδ ηςκ 

πνςηεσκχκ ιε κζηνζηυ άνβονμ) δεκ είκαζ απυθοηα πμζμηζηή ηαζ ιζηνέξ δζαθμνέξ ζηδκ 

έκηαζδ ηςκ ζηζβιάηςκ πνέπεζ κα επζαεααζςεμφκ, πνμηεζιέκμο κα απμθακεμφιε βζα 

δζαθμνζηά εηθναγυιεκδ πνςηεΐκδ. ηδκ εηθόλα Α11 πανμοζζάγμκηαζ παναδείβιαηα 

ζηζβιάηςκ πμο απμηυπδηακ ςξ δζαθμνέξ απυ ηδκ ζφβηνζζδ ηςκ Caco2 ηαζ Caco2-

KRAS
V12

 ηοηηάνςκ ηαζ δ επζαεααίςζδ ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western ηςκ 

πνςηεσκχκ πμο ηαοημπμζήεδηακ ιε θαζιαημιεηνία ιάγαξ. 
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Δικόνα Α11: Δπηβεβαίσζε ησλ πξσηετλψλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ κε θαζκαηνκεηξία 

κάδαο κε αλνζναπνηχπσζε θαηά Western. ηελ αξηζηεξή ζηήιε θαίλεηαη ε πεξηνρή ηεο 

πεθηήο δχν δηαζηάζεσλ φπνπ ζεκεηψλεηαη κε βέινο ην ζηίγκα πνπ απνθφπηεηαη σο 

δηαθνξά. Γηα ιφγνπο ζπληνκίαο, παξνπζηάδνληαη νη πεξηνρέο απφ ηηο πεθηέο πνπ έρεη 

αλαιπζεί ην πξσηενκηθφ πξνθίι ησλ Caco2 θαη Caco2-KRAS
V12

 θπηηάξσλ. ηε δεμηά 

ζηήιε, ζε νιηθά εθρπιίζκαηα ησλ ηξηψλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ, επηβεβαηψλεηαη κε 

αλνζναπνηχπσζε θαηά Western ε δηαθνξηθή έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο πνπ ηαπηνπνηήζεθε 

κε ηε δηαδηθαζία πνπ έρεη ήδε πεξηγξαθεί.  

CRBP1 

Gelsolin 

Fascin 1 

Vimentin 

Villin 1 

Caco-2 Caco-2-

KRAS
V12 

Caco-2- 

HRAS
V12 

Caco-2 Caco-2-

KRAS
V12 

Πεθηή Γύν Γηαζηάζεωλ 
Αλνζναπνηύπωζε 

θαηά Western 

Lamin B1 

14-3-3 δ/δ 

Lamin A/C 

Rho GDI α 
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3.6 ΣΟ ΟΓΚΟΓΟΝΗΓΗΟ KRAS
V12

 ΑΤΞΑΝΔΗ ΣΑ ΔΠΗΠΔΓΑ ΔΚΦΡΑΖ ΣΖ 

ΔΝΓΟΓΔΝΟΤ ΠΡΧΣΔΨΝΖ HRAS  

 

Ζ δζαπίζηςζδ υηζ δ έηθναζδ πμθθχκ πνςηεσκχκ αθθάγεζ ιε πανυιμζμ ηνυπμ ζηα 

ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα είηε απυ ημ KRAS
V12

 είηε απυ ημ HRAS
V12

, εα ιπμνμφζε 

κα ελδβδεεί ιε δφμ ηνυπμοξ: α) ελαζηίαξ ηδξ μιμθμβίαξ ιεηαλφ ηςκ δφμ μβημβμκζδίςκ 

ηαζ ημκ ημζκυ ηνυπμ δνάζδξ, ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηαζ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημζκχκ 

ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ ηαζ α) έκα μβημβμκίδζμ ιπμνεί κα εκενβμπμζήζεζ ηδκ 

εκδμβεκή ιμνθή εκυξ άθθμο βμκζδίμο, δ μπμία πνμηαθεί ηδκ εηδήθςζδ πανυιμζςκ 

απμηνίζεςκ ιε ηδκ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή. Ζ δεφηενδ οπυεεζδ μδήβδζε ζηδκ 

ακάθοζδ ηυζμ ηςκ επζπέδςκ ηδξ εκδμβεκμφξ HRAS υζμ ηαζ ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ 

GTPαζδξ ζηα Caco2-KRAS
V12

 ηφηηανα. Ζ ηεθεοηαία έβζκε ιε ηδ πνήζδ ζθαζνζδίςκ 

ιε αηζκδημπμζδιέκδ ηδκ πενζμπή ηδξ RAF-1 πμο πνμζδέκεζ ηζξ RAS (RAS-binding 

domain). Με ηα ζθαζνίδζα αοηά ηαηαηνδικίγμκηαζ απυ πνςηεσκζηά εηποθίζιαηα μζ 

εκενβέξ RAS (RAS-GTP) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιε ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western 

ακζπκεφμκηαζ ηα επίπεδα ηδξ ηάεε ζζμιμνθήξ. Γζαπζζηχεδηε ηυζμ αολδιέκδ 

εκενβυηδηα υζμ ηαζ ορδθά επίπεδα ηδξ πνςηεΐκδξ HRAS ζηα Caco2-KRAS
V12

 

ηφηηανα ζε ζπέζδ ιε ηα ανπζηά Caco2. Σα επίπεδα ημο mRNA ηδξ HRAS ανέεδηακ, 

επίζδξ, αολδιέκα. Πανυθα αοηά, δεκ παναηδνήεδηε ζδιακηζηή αφλδζδ ηδξ 

εκενβυηδηαξ ηδξ εκδμβεκμφξ KRAS ή ορδθά επίπεδα ζηα Caco2-HRAS
V12

 ηφηηανα 

(εηθόλα Α12). Σα απμηεθέζιαηα αοηά οπμδδθχκμοκ υηζ ημ KRAS
V12

 ιπμνεί άιεζα 

είηε κα νοειίζεζ ηδ ιεηαβναθή ημο εκδμβεκμφξ HRAS βμκζδίμο ή κα ζηαεενμπμζήζεζ 

ημ mRNA ημο ηαζ ηαοηυπνμκα κα αολήζεζ ηδκ εκενβυηδηα GTPάζδξ ηδξ HRAS. 
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3.7 Ζ ΔΝΔΡΓΟΠΟΗΖΖ ΣΖ ΔΝΓΟΓΔΝΟΤ HRAS ΣΑ Caco2-KRAS
V12

 

ΚΤΣΣΑΡΑ ΔΠΖΡΔΑΕΔΣΑΗ ΑΠΟ ΣΖΝ ΠΤΚΝΟΣΖΣΑ ΚΑΛΛΗΔΡΓΔΗΑ 

ΣΧΝ ΚΤΣΣΑΡΧΝ ΚΑΗ ΣΖΝ ΑΠΟΤΗΑ ΟΡΟΤ ΣΟ ΜΔΟ ΚΑΛΛΗΔΡΓΔΗΑ 

 

Οζ RAS-ιεηαζπδιαηζζιέκεξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ πανμοζζάγμοκ ηάπμζεξ ζδζαζηενυηδηεξ 

ζηδκ ηαθθζένβεζα. Χξ ιεηαζπδιαηζζιέκα – ηανηζκζηά ηφηηανα δεκ ειθακίγμοκ 

ακαζημθή ηδξ ακάπηολήξ ημοξ υηακ ένπμκηαζ ζε επαθή ιεηαλφ ημοξ (contact 

inhibition), πανυθα αοηά δ ποηκυηδηά ημοξ δεκ πνέπεζ κα λεπενκά ημ 80%. Σα Caco2-

KRAS
V12

 ηαθθζενβήεδηακ ζε δζαθμνεηζηέξ ποηκυηδηεξ, πνμηεζιέκμο κα δζαπζζηςεεί 

ακ αοηυ επδνεάγεζ ηδκ έηθναζδ ηδξ μβημπνςηεΐκδξ ηαζ ζοκεπχξ ηδκ εκενβμπμίδζδ 

ηςκ ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ. ε ηνοαθία 6 εέζεςκ ημπμεεηήεδηακ 1.5-3.5x10
5
 

Δικόνα Α12: Σν νγθνγνλίδην KRAS
V12

 ξπζκίδεη ηα επίπεδα ηεο ελδνγελνχο HRAS. Α. 

Καηαθξήκληζε κε ζθαηξίδηα γινπηαζεηφλεο GST-RBD ηεο ελεξγήο κνξθήο ησλ KRAS θαη 

HRAS Β. Αλνζναπνηχπσζε θαηά Western ησλ επηπέδσλ ηεο HRAS. Ζ β-actin 

ρξεζηκνπνηείηαη σο κάξηπξαο γηα ηνλ έιεγρν ηεο ηζνθφξησζεο ησλ δεηγκάησλ. Γ. 

Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο-αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο πνπ δείρλεη ηα επίπεδα 

ηνπ mRNA ηεο HRAS. Σα επίπεδα ηνπ 18S rRNA ρξεζηκνπνηνχληαη σο κάξηπξαο γηα ηνλ 

έιεγρν ηεο ίζεο πνζφηεηαο RNA. Σα επίπεδα ελεξγφηεηαο ησλ ras, πξσηεΐλεο θαη mRNA 

ηεο HRAS έρνπλ πξνζδηνξηζηεί θαη ζηηο ηξεηο θπηηαξηθέο ζεηξέο, φπσο θαίλεηαη.    

Caco2 Caco2- 

KRAS
V12 

Caco2- 

HRAS
V12 

a-HRAS 

a-KRAS 

GST 

A. Δπίπεδα ελεξγόηεηαο RAS 
a-HRAS 

Caco2 Caco2- 

KRAS
V12 

Caco2- 

HRAS
V12 

a-β-actin 

B. Δπίπεδα πξωηεΐλεο 

HRAS 

18S rRNA 

Caco2 Caco2-

KRAS
V12 

Caco2-

HRAS
V12 

Γ. Δπίπεδα mRNA 
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Caco2-KRAS
V12

 ηφηηανα ηαζ επςάζηδηακ βζα 2 διένεξ, πανμοζία 10% ηαζ 1% FBS 

ζημ ενεπηζηυ ιέζμ ηαθθζένβεζαξ. ηδκ εηθόλα Α13 (Α) θαίκεηαζ υηζ πανμοζία 10% 

FBS απαζηείηαζ ιεβαθφηενδ ποηκυηδηα ημο ηοηηανζημφ πθδεοζιμφ πνμηεζιέκμο κα 

εηθναζηεί δ μβημπνςηεΐκδ KRAS, δ μπμία ιε ηδ ζεζνά ηδξ εκενβμπμζεί ηδκ εκδμβεκή 

HRAS ηαζ ημ ζδιαημδμηζηυ ιμκμπάηζ ηςκ MAPK. ε ζοκεήηεξ ζηένδζδξ μνμφ 

(εηθόλα Α13 (Β)), ηα πνμακαθενεέκηα βεβμκυηα ζοιααίκμοκ ζε ιζηνυηενδ ποηκυηδηα 

ηαθθζένβεζαξ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ηζξ ίδζεξ ζοκεήηεξ, ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western βζα ηζξ πνςηεΐκεξ gelsolin, 

fascin 1 ηαζ villin 1 έδεζλε υηζ δ έηθναζή ημοξ αημθμοεεί ημ πνυηοπμ έηθναζδξ ηδξ 

KRAS ιε αάζδ ηδκ ποηκυηδηα ηδξ ηοηηανμηαθθζένβεζαξ ηαζ ηδκ πανμοζία μνμφ 

(εηθόλα Α14 (Α, Β)). 

Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ ζηζξ ακηίζημζπεξ ποηκυηδηεξ ηαθθζένβεζαξ ηα Caco2 ηαζ ηα 

Caco2-HRAS
V12

 δεκ πανμοζζάγμοκ ηαιία ιεηααμθή ζηδκ έηθναζδ ηςκ πνςηεσκχκ 

ηαζ ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο ιμκμπαηζμφ ηςκ MAPK. Ζ ζηένδζδ μνμφ δεκ αθθάγεζ ημ 

πνυηοπμ έηθναζδξ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ εκενβμπμίδζδξ ηςκ ιμκμπαηζχκ. 

 

a-p-p44/42 

a-HRAS 

a-tubulin 

a-KRAS 

Caco2 Caco2-KRAS
V12 Caco2-

HRAS
V12 

Β. ΠΑΡΟΤΗΑ 1% FBS 

 1,5     1,5      2       2,5      3      3,5     1,5   x10
5
 θύηηαξα 

a-p-p44/42 

a-HRAS 

a-tubulin 

a-KRAS 

Caco2 Caco2-KRAS
V12 Caco2-

HRAS
V12 

Α. ΠΑΡΟΤΗΑ 10% FBS 

 1,5     1,5      2      2,5      3      3,5    1,5     x10
5
 θύηηαξα 

Δικόνα Α13: Σα Caco2-KRAS
V12

 θαιιηεξγήζεθαλ ζε δηαθνξεηηθέο ππθλφηεηεο 

παξνπζία 10% FBS (A) θαη 1% FBS (B) γηα 2 εκέξεο. Ζ ελεξγνπνίεζε ηεο ελδνγελνχο 

H-ras θαη ηνπ κνλνπαηηνχ ησλ MAPK θηλαζψλ απαηηεί πςειφηεξε ππθλφηεηα 

θπηηάξσλ παξνπζία 10% FBS, ελψ ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο νξνχ ε ελεξγνπνίεζε 

ζπκβαίλεη ζηα 2/3 ηεο πξνεγνχκελεο ππθλφηεηαο. 



90                                    ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

 

 

 

 

3.8 Ζ ΓΟΝΗΓΗΑΚΖ ΑΠΟΗΧΠΖΖ ΣΖ ΔΝΓΟΓΔΝΟΤ HRAS ΜΔ ΣΖ 

ΥΡΖΖ ΜΗΚΡΧΝ ΠΑΡΔΜΒΑΛΛΟΜΔΝΧΝ ΜΟΡΗΧΝ RNA (siRNA) 

ΑΝΣΗΣΡΔΦΔΗ ΣΗ ΠΡΧΣΔΟΜΗΚΔ ΑΛΛΑΓΔ ΣΧΝ Caco2-KRAS
V12

 

ΚΤΣΣΑΡΧΝ  

 

Με ζημπυ κα δζενεοκδεεί ακ δ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ έηθναζδξ ηδξ εκδμβεκμφξ 

πνςηεΐκδξ HRAS είκαζ οπεφεοκδ βζα ηζξ ημζκέξ πνςηεμιζηέξ αθθαβέξ ηςκ δφμ 

ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ, Caco2-KRAS
V12

 ηαζ Caco2-HRAS
V12

, έβζκε 

βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ πνςηεΐκδξ αοηήξ ιε ηδ πνήζδ ιζηνχκ πανειααθθυιεκςκ 

ιμνίςκ RNA (siRNAs).  

Σμ ιίβια ηςκ μθζβμκμοηθεμηζδίςκ ήηακ ειπμνζηά δζαεέζζιμ ηαζ ζπεδζαζιέκμ εζδζηά 

βζα ημ mRNA ηδξ HRAS ημο ακενχπμο. Πεζναιαηζηά, είπε ήδδ πνδζζιμπμζδεεί απυ 

άθθδ ενεοκδηζηή μιάδα, δ μπμία έδεζλε ηδκ ελεζδίηεοζή ημο βζα ηδκ HRAS πςνίξ κα 

επδνεάγεζ ηα επίπεδα έηθναζδξ ηςκ KRAS ηαζ NRAS [237]. Ζ εζζαβςβή ημο ζηα 

ηφηηανα έβζκε ιε πανμδζηή επζιυθοκζδ, ιε ηδ πνήζδ ημο ακηζδναζηδνίμο HiPerFect 

a-tubulin 

Caco2 Caco2-KRASV12 Caco2-

HRASV12 

Α. ΠΑΡΟΤΗΑ 10% FBS 

 1,5       1,5        2       2,5        3       3,5       1,5       x105 θύηηαξα 

a-villin 1 

a-fascin 1 

a-gelsolin 

a-tubulin 

Caco2 Caco2-KRASV12 Caco2-

HRASV12 

Β. ΠΑΡΟΤΗΑ 1% FBS 

  1,5      1,5        2        2,5        3        3,5       1,5      x105 θύηηαξα 

a-villin 1 

a-fascin 1 

a-gelsolin 

Δικόνα Α14: Σα Caco2-KRAS
V12

 θαιιηεξγήζεθαλ ζε δηαθνξεηηθέο ππθλφηεηεο παξνπζία 

10% FBS (A) θαη 1% FBS (B) γηα 2 εκέξεο. Ζ ελεξγνπνίεζε ηεο ελδνγελνχο H-ras θαη 

ηνπ κνλνπαηηνχ ησλ MAPK θηλαζψλ απαηηεί πςειφηεξε ππθλφηεηα θπηηάξσλ παξνπζία 

10% FBS, ελψ ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο νξνχ ε ελεξγνπνίεζε ζπκβαίλεη ζηα 2/3 ηεο 

πξνεγνχκελεο ππθλφηεηαο. 
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(Qiagen) ηαζ εθέβπεδηε δ απμηεθεζιαηζηυηδηά ημο ιεηά απυ 24, 48 ηαζ 72 χνεξ ζηζξ 

ιεηαζπδιαηζζιέκεξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ (εηθόλα Α15 (Α)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Καηαθθδθυηενμ εεςνήεδηε ημ δζάζηδια ηςκ 72 ςνχκ βζα ηδκ εηηέθεζδ ηςκ 

πεναζηένς πεζναιάηςκ, βζαηί δ έηθναζδ ηδξ πνςηεΐκδξ HRAS ήηακ ορδθυηενδ ζηα 

ηφηηανα πμο επζιμθφκεδηακ ιε ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα εθέβπμο ηαζ δ βμκζδζαηή 

24h 48h 72h 24h 48h 72h 

   -         +       -       +       -      +        HRAS siRNA 

Caco2- KRAS
V12 Caco2- HRAS

V12 

   -        +       -        +       -       +     HRAS siRNA 

a-H-ras 

a-actin 

a-H-ras 

a-actin 

a-H-ras 

   -       +        -       +       -        +       HRAS siRNA 

a-actin 

Caco2 Caco2- 

KRAS
V12 

Caco2- 

HRAS
V12 

a-gelsolin 

a-fascin 1 

a-vimentin 

a-actin 

Caco2 

a-villin 1 

Caco2- 

KRAS
V12 

Caco2- 

HRAS
V12 

   -        +          -        +      -       +     HRAS siRNA 

Α 

Β Γ 

Δικόνα Α15: Γνληδηαθή απνζηψπεζε ηεο H-ras ζηα Caco2-KRAS
V12

 θχηηαξα. Α. 

Έιεγρνο απνηειεζκαηηθφηεηαο ηεο επηκφιπλζεο ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ κε 

κηθξά παξεκβαιιφκελα κφξηα RNA πνπ ζηνρεχνπλ ην mRNA ηεο H-ras γηα 24, 48 θαη 72 

ψξεο. Β. Παξνδηθή επηκφιπλζε ησλ Caco2 θαη ησλ RAS-κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηαξηθψλ 

ζεηξψλ κε νιηγνλνπθιενηίδηα πνπ ζηνρεχνπλ ηελ H-ras γηα 72 ψξεο. Σα επίπεδα ηεο H-

ras πξνζδηνξίδνληαη κε αλνζναπνηχπσζε θαηψ Western. Ο έιεγρνο ηεο ηζνθφξησζεο 

ησλ δεηγκάησλ γίλεηαη κε πξνζδηνξηζκφ ησλ επηπέδσλ ηεο αθηίλεο. Γ. Αλνζναπνηχπσζε 

θαηά Western ησλ πξσηετλψλ πνπ ζεκεηψλνληαη κεηά απφ γνληδηαθή απνζηψπεζε ηεο H-

ras. Σα Caco2 θχηηαξα ρξεζηκνπνηνχληαη σο αξλεηηθφο κάξηπξαο ελψ ηα Caco2-

HRAS
V12

 σο ζεηηθφο κάξηπξαο.  
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απμζζχπδζή ηδξ πζμ απμηεθεζιαηζηή (εηθόλα Α15 (Β)). ηδ ζοκέπεζα, εθέβπεδηακ ηα 

επίπεδα ηάπμζςκ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ, μζ μπμίεξ ανέεδηακ κα εηθνάγμκηαζ πενζζζυηενμ 

ιεηά ημκ ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ Caco2 ηοηηάνςκ απυ ηα RAS μβημβμκίδζα. Μεηά ηδκ 

βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ HRAS, ηα επίπεδα ηςκ πνςηεσκχκ vimentin, fascin 1 ηαζ 

gelsolin ιεζχεδηακ ζδιακηζηά ηαζ ζηζξ δφμ ιεηαζπδιαηζζιέκεξ ζεζνέξ, εκχ ηα 

επίπεδα ηδξ villin 1 δεκ επακήθεακ ζε ακζπκεφζζια επίπεδα (εηθόλα Α15 (Γ)). 

 

3.9 Ζ ΓΟΝΗΓΗΑΚΖ ΑΠΟΗΧΠΖΖ ΣΖ ΔΝΓΟΓΔΝΟΤ HRAS ΜΔ ΣΖ 

ΥΡΖΖ ΜΗΚΡΧΝ ΠΑΡΔΜΒΑΛΛΟΜΔΝΧΝ ΜΟΡΗΧΝ RNA ΠΔΡΗΟΡΗΕΔΗ ΣΖ 

ΓΗΔΗΓΤΣΗΚΖ ΗΚΑΝΟΣΖΣΑ ΣΧΝ Caco2-KRAS
V12

 ΚΤΣΣΑΡΧΝ 

 

Δίκαζ βκςζηυ υηζ ηα μβημβμκίδζα RAS αολάκμοκ ηδκ ηζκδηζηυηδηα, ηδ δζεζζδοηζηυηδηα 

ηαζ ηδ ιεηαζηαηζηυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ επδνεάγμκηαξ ηδκ έηθναζδ πνςηεσκχκ ηονίςξ 

ημο ηοηηανμζηεθεημφ, υπςξ δ gelsolin [209]. Σα απμηεθέζιαηα ηδξ πνςηεμιζηήξ 

ακάθοζδξ ηαεχξ ηαζ δ ακμζμαπμηφπςζδ ηαηά Western έπεζ επζαεααζχζεζ ηδ εεηζηή 

νφειζζδ ηςκ πνςηεσκχκ αοηχκ ζημ ζοβηεηνζιέκμ ηοηηανζηυ ζφζηδια ιεθέηδξ ημο 

ΚΠΔ. ηεκά ζοκδεδειέκδ ιε ηζξ παναπάκς ζδζυηδηεξ ηςκ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ είκαζ 

δ ανκδηζηή νφειζζδ ηδξ επζεδθζαηήξ ηακηενίκδξ (E-cadherin). Ζ επζεδθζαηή 

ηακηενίκδ είκαζ ιζα πνςηεΐκδ ηςκ δζαηοηηανζηχκ ζοκδέζιςκ (adherens junctions) ηαζ 

εκημπίγεηαζ ζηζξ επαθέξ ηςκ ηοηηάνςκ. Αολδιέκδ έηθναζή ηδξ έπεζ ζοκδεεεί ιε 

ιεζςιέκδ ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ είκαζ πνςηανπζηήξ ζδιαζίαξ ζηδκ 

παβίςζδ ηδξ ιεηαζηαηζηήξ δοκαιζηήξ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ απυ 

μβημβμκίδζα. Σα Caco2 ηφηηανα έπμοκ ορδθά επίπεδα έηθναζδξ ηδξ επζεδθζαηήξ 

ηακηενίκδξ εκχ ηα ιεηαζπδιαηζζιέκα απυ ηα RAS μβημβμκίδζα ηφηηανα εηθνάγμοκ 

πμθφ παιδθά επίπεδα, εκδεζηηζηυ ηδξ αολδιέκδξ ιεηαζηαηζηήξ δοκαηυηδηαξ. Ζ πνήζδ 

ακμζμθεμνζζιμφ ηαζ δ ακάθοζδ ιε ιζηνμζημπία ζοκεζηζαηήξ απεζηυκζζδξ έδεζλε 

εκημπζζιυ ηδξ επζεδθζαηήξ ηακηενίκδξ ζηα ζδιεία πνμζηυθθδζδξ ηςκ Caco2 

ηοηηάνςκ, εκχ ζηα ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα έδεζλε ιείςζδ ζε πνςηεσκζηυ επίπεδμ 

ηαζ απχθεζα ημο εκημπζζιμφ απυ ηα ζδιεία επαθήξ ηςκ ηοηηάνςκ (εηθόλα Α16). 
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B 

Caco-2 – KRAS
V12 

B 

Caco-2 – HRAS
V12 

Γ 

Δικόνα Α16: Σα νγθνγνλίδηα RAS ξπζκίδνπλ αξλεηηθά ηελ έθθξαζε ηεο επηζειηαθήο 

θαληεξίλεο. Πξνβνιέο δηαδνρηθψλ επηπέδσλ απφ κηθξνζθνπία ζπλεζηηαθήο απεηθφληζεο 

δείρλνπλ κε αλνζνθζνξηζκφ ηελ επηζειηαθή θαληεξίλε (πξάζηλν) θαη ηελ θαιιντδίλε 

(θφθθηλν), ελψ νη ππξήλεο ησλ θπηηάξσλ είλαη βακκέλνη κε DAPI (κπιε) ζηα Caco2 (Α), 

ζηα Caco2-KRAS
V12

 (B) θαη ζηα Caco2-HRAS
V12

 (Γ) θχηηαξα. 

A 

Caco-2 
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Δικόνα Α17: Ζ γνληδηαθή απνζηψπεζε ηεο ελδνγελνχο HRAS ζηα Caco2-KRAS
V12

 

απνθαζηζηά ηα επίπεδα έθθξαζεο θαη ηνλ θπηηαξηθφ εληνπηζκφ ηεο επηζειηαθήο 

θαληεξίλεο. Πξνβνιέο δηαδνρηθψλ επηπέδσλ κηθξνζθνπίαο ζπλεζηηαθήο απεηθφληζεο 

αλνζνθζνξηζκνχ ηεο επηζειηαθήο θαληεξίλεο ζηα Caco2-KRAS
V12

 (A, B) θαη ζηα 

Caco2-HRAS
V12

 (Γ, Γ) κεηά απφ παξνδηθή επηκφιπλζε ησλ θπηηάξσλ γηα 72 ψξεο κε 

νιηγνλνπθιενηίδηα ειέγρνπ (A, Γ) θαη νιηγνλνπθιενηίδηα πνπ ζηνρεχνπλ ην mRNA ηεο 

HRAS (B, Γ). Δ. Αλνζναπνηχπσζε θαηά Western ησλ πξσηετληθψλ επηπέδσλ ηεο 

επηζειηαθήο θαληεξίλεο ζηα Caco2-KRAS
V12

 θαη ζηα Caco2-HRAS
V12

 κεηά απφ 

παξνδηθή επηκφιπλζε ησλ θπηηάξσλ γηα 72 ψξεο κε νιηγνλνπθιενηίδηα ειέγρνπ θαη 

νιηγνλνπθιενηίδηα πνπ ζηνρεχνπλ ην mRNA ηεο HRAS  

a-β-actin 

a-E-cadherin  

     -        +        -        +       HRAS siRNA E 

C
a

co
2

-K
R

A
S

V
1
2

 

siRNA ειέγρνπ HRAS siRNA  

C
a
co

2
-H

R
A

S
V

1
2

 
A 

Γ 

B 

Γ 

Caco2- 

KRAS
V12 

Caco2- 

HRAS
V12 
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Ζ βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ HRAS ηυζμ ζηα Caco2-KRAS
V12

 υζμ ηαζ ζηα Caco2-

HRAS
V12

 αφλδζε ηα επίπεδα ηδξ επζεδθζαηήξ ηακηενίκδξ ηαζ απμηαηέζηδζε ιενζηχξ 

ημκ εκημπζζιυ ηδξ ζηδκ πενζθένεζα ημο ηοηηάνμο. Ζ αθθαβή ζηδκ ηαηακμιή ηδξ 

επζεδθζαηήξ ηακηενίκδξ, απυ ζηζηηή ηοηηανμπθαζιαηζηή ζε ζοκεπή ιεηαλφ ηςκ 

ηοηηανζηχκ επαθχκ, παναηδνήεδηε ηαζ ζηζξ δφμ ιεηαζπδιαηζζιέκεξ ηοηηανζηέξ 

ζεζνέξ, ζε ιεβαθφηενμ ίζςξ πμζμζηυ ζηα Caco2-KRAS
V12

 ηφηηανα. οκεπχξ, δ 

βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ HRAS απεηαηέζηδζε ηα πνςηεσκζηά επίπεδα ηδξ 

επζεδθζαηήξ ηακηενίκδξ ηαζ ημκ ζςζηυ εκημπζζιυ ηδξ ηυζμ ζηα Caco2-KRAS
V12

 υζμ 

ηαζ ζηα Caco2-HRAS
V12

 ηφηηανα (εηθόλα Α17). Σα Caco2-HRAS
V12

 ηφηηανα 

πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ ηοηηανζηή ζεζνά εεηζημφ εθέβπμο, εθυζμκ είκαζ βκςζηυ υηζ ημ 

μβημβμκίδζμ HRAS ιεζχκεζ ηα επίπεδα ηδξ επζεδθζαηήξ ηακηενίκδξ ηυζμ ζε 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ ΚΠΔ [243] υζμ ηαζ ζε άθθεξ ηανηζκζηέξ ζεζνέξ [244] ή ιδ [245]. 

Ζ ηεπκμθμβία ηςκ ιζηνχκ πανειααθυιεκςκ ιμνίςκ mRNA βζα ηδ βμκζδζαηή 

απμζζχπδζδ πνςηεσκχκ πνδζζιμπμζήεδηε ηαζ βζα ηδκ αλζμθυβδζδ ηδξ ζοιαμθήξ ηδξ 

αολδιέκδξ εκδμβεκμφξ HRAS ζηδκ ζηακυηδηα δζείζδοζδξ ηςκ Caco2-KRAS
V12

 

ηοηηάνςκ ηαζ ζοκεπχξ, ζηδ ιεηαζηαηζηή δοκαιζηή ημοξ. Οζ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ 

ηαθθζενβήεδηακ ζε ποηκυηδηα 60% ηαζ επζιμθφκεδηακ πανμδζηά ιε 

μθζβμκμοηθεμηίδζα εθέβπμο ηαζ μθζβμκμοηθεμηίδζα πμο ζημπεφμοκ ηδκ HRAS. 

Πνμηεζιέκμο κα παναηηδνζζηεί δ ζηακυηδηα ηοηηανζηήξ δζείζδοζδξ πνδζζιμπμζήεδηε 

δ in vitro δμηζιαζία ιε Matrigel, υπμο ηα ηφηηανα πμο δζαεέημοκ δζεζζδοηζηή 

ζηακυηδηα απμζημδμιμφκ ηα ζοζηαηζηά ημο Matrigel ηαζ δζαπενκμφκ ημοξ πυνμοξ ηδξ 

ιειανάκδξ, ιεηακαζηεφμκηαξ ζηδκ ηάης επζθάκεζά ηδξ. Ζ βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ 

HRAS ιείςζε ημκ ανζειυ ημκ ηοηηάνςκ πμο ιεηακαζηεφμοκ ηαζ ζηζξ δομ 

ιεηαζπδιαηζζιέκεξ ζεζνέξ. Σμ απμηέθεζια ήηακ πζμ εκηοπςζζαηυ ζηα Caco2-

HRAS
V12

 ηφηηανα, εθυζμκ έπμοκ ιεβαθφηενδ ιεηακαζηεοηζηή ζηακυηδηα. Καζ μζ δφμ 

ηοηηανζηέξ ζεζνέξ, ςζηυζμ, ιείςζακ ηδ ιεηακαζηεοηζηυηδηά ημοξ ζηα ίδζα πενίπμο 

επίπεδα (εηθόλα Α18), οπμδδθχκμκηαξ υηζ δ δζεζζδοηζηή δναζηδνζυηδηα πμο 

απέιεζκε είκαζ ακελάνηδηδ ηδξ δνάζδξ ηδξ RAS. 
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*p<0.02, ***p<0.0002 
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3.10 ΣΟ ΜΟΝΟΠΑΣΗ ΣΧΝ MAP ΚΗΝΑΧΝ ΜΔΟΛΑΒΔΗ ΣΖ ΘΔΣΗΚΖ 

ΡΤΘΜΗΖ ΣΖ ΔΚΦΡΑΖ ΚΤΣΣΑΡΟΚΔΛΔΣΗΚΧΝ ΠΡΧΣΔΨΝΧΝ ΑΠΟ 

ΣΑ ΟΓΚΟΓΟΝΗΓΗΑ RAS  

 

Ζ βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ εκδμβεκμφξ HRAS ιε ηδ πνήζδ ιζηνχκ 

πανειααθθυιεκςκ ιμνίςκ RNA ιεζχκεζ ηα επίπεδα ηςκ θςζθμνοθζςιέκςκ ERK1/2 

(p42/44) ηυζμ ζηα Caco2-KRAS
V12

 υζμ ηαζ ζηα Caco2-HRAS
V12

 ηφηηανα (εηθόλα 

Α19). Πνμηεζιέκμο κα δζαπζζηχζμοιε ακ ημ ιμκμπάηζ ηςκ MAP ηζκαζχκ ιεζμθααεί 

ηαεμδζηά ηδξ HRAS ζηδ εεηζηή νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηςκ ηοηηανμζηεθεηζηχκ 

πνςηεσκχκ πμο ήδδ ιεθεηήεδηακ, πνδζζιμπμζήζαιε ημοξ πδιζημφξ ακαζημθείξ 

PD98059 ηαζ U0126 ζηα ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα απυ ηα μβημβμκίδζα RAS. Σα 

ηφηηανα επςάζηδηακ ιε ημοξ ακαζημθείξ βζα ημ ίδζμ πνμκζηυ δζάζηδια πμο 

εθανιυζηδηε ηαζ δ επζιυθοκζή ημοξ ιε ηα μθζβμκμοηθεμηίδζα πμο ζημπεφμοκ ηδκ 

HRAS (72 χνεξ). Ζ πδιζηή ζηαεενυηδηα ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ ακαζημθέςκ επέηνερε 

ηδ πνήζδ ημοξ βζα ημ ιεβάθμ αοηυ πνμκζηυ δζάζηδια ηαζ δ θςζθμνοθίςζδ ηςκ 

ERK1/2 εθαηηχεδηε ηαηά 90% (εηθόλα Α20 (Α)). Ζ ιεζμνφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηςκ 

gelsolin, fascin 1 ηαζ vimentin, δ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ επζεδθζαηήξ ηακηενίκδξ 

ηαεχξ ηαζ δ ιδ επακαθμνά ηςκ επζπέδςκ ηδξ villin 1 ήηακ εθάιζθθδ ηδξ βμκζδζαηήξ 

απμζζχπδζδξ ηδξ εκδμβεκμφξ HRAS (εηθόλα Α20 (Β)).   

 

 

 

 

 

 

 

Caco2 Caco2-

HRAS
V12 

Caco2-

KRAS
V12 

   -        +        -         +        -        +        HRAS siRNA 

a-p-p44/42 

a-p44/42 

siRNA 

ειέγρνπ 

Δικόνα Α18: Ζ επίδξαζε ηεο γνληδηαθήο απνζηψπεζεο ηεο HRAS ζηελ in vitro 

θπηηαξηθή δηείζδπζε ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ. Α. Αληηπξνζσπεπηηθέο εηθφλεο 

ηεο in vitro δνθηκήο ηεο θπηηαξηθήο δηείζδπζεο ζηα Caco2-KRAS
V12

 θαη ζηα Caco2-

HRAS
V12

 κεηά απφ παξνδηθή επηκφιπλζε ησλ θπηηάξσλ γηα 72 ψξεο κε 

νιηγνλνπθιενηίδηα ειέγρνπ θαη νιηγνλνπθιενηίδηα πνπ ζηνρεχνπλ ην mRNA ηεο HRAS Β. 

Πνζνηηθνπνίεζε πνιιαπιψλ κεηξήζεσλ απνδίδνληαο ηνλ κέζν φξν θπηηάξσλ αλά νπηηθφ 

πεδίν. Σα Caco2 θχηηαξα, ζε θακία πεξίπησζε, δελ κπφξεζαλ λα απνηθνδνκήζνπλ ην 

Matrigel
ΣΜ

 θαη λα δηαπεξάζνπλ ηνπο πφξνπο ηεο κεκβξάλεο.  
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Δικόνα Α19: Αλαζηνιή ηεο θσζθνξπιίσζεο ηνπ κνλνπαηηνχ ησλ MAP θηλαζψλ κεηά 

απφ ηε γνληδηαθή απνζηψπεζε ηεο ελδνγελνχο H-ras 

Caco2 – 

KRAS
V12 

Caco2 – 

HRAS
V12 

a-p-p44/42 

a-p44/42 

    10κM U0126        -        -       +         -       -        + 

20κM PD98059        -       +       -          -       +       - 
    10κM U0126          -        -       +            -       -        + 

20κM PD98059          -       +       -             -       +       - 

a-gelsolin 

a-fascin 1 

a-vimentin 

Caco2 – 

KRAS
V12 

Caco2 – 

HRAS
V12 

a-E-cadherin 

a-villin 1 

a-actin 

Α Β 

Δικόνα Α20: (Α) Αλαζηνιή ηνπ κνλνπαηηνχ ησλ MAP θηλαζψλ κε ηε ρξήζε ρεκηθψλ 

αλαζηνιέσλ ζηα RAS-κεηαζρεκαηηζκέλα θχηηαξα (Β) Μείσζε ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο 

ηεο gelsolin, ηεο fascin 1 θαη ηεο vimentin, αχμεζε ησλ επηπέδσλ ηεο επηζειηαθήο 

θαληεξίλεο θαη κε αληρλεχζηκε αιιαγή ζηα επίπεδα ηεο villin 1 κεηά ηε ρξήζε ησλ 

αλαζηνιέσλ ηνπ κνλνπαηηνχ ησλ MAP θηλαζψλ. 
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Μεηαθθάλεζξ ζημ μβημβμκίδζμ KRAS απακηχκηαζ πενίπμο ζημ 50% ηςκ πενζπηχζεςκ 

ηανηίκμο ημο παπέμξ εκηένμο. Οζ πζμ ζοκδεζζιέκεξ ιεηαθθάλεζξ είκαζ αοηέξ πμο 

μδδβμφκ ζηδκ παναβςβή πνςηεΐκδξ ιε εθαηηςιαηζηή θεζημονβζηυηδηα GTPαζδξ, ιε 

απμηέθεζια δ ιεηαθθαβιέκδ RAS κα ανίζηεηαζ ζοκεπχξ ζηδκ εκενβή ιμνθή ηαζ κα 

εκενβμπμζεί αηαηάπαοζηα ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα. Πνμηεζιέκμο δ ιεηαθθαβιέκδ 

ιμνθή ημο KRAS κα πνμηαθέζεζ ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ επζεδθζαηχκ ηοηηάνςκ ηαζ κα 

ηα ιεηαηνέρεζ ζε ηανηζκζηά, είκαζ απαναίηδημ κα ιδ θεζημονβμφκ ηάπμζα 

μβημηαηαζηαθηζηά βμκίδζα, υπςξ ημ APC ηαζ ημ TP53 [246]. ημ ηοηηανζηυ ιμκηέθμ 

πμο πνδζζιμπμζήζαιε βζα ηδκ πανμφζα ιεθέηδ, δ ηοηηανζηή ζεζνά 

αδεκμηανηζκχιαημξ ημο παπέμξ εκηένμο Caco2, θένεζ ιεηαθθάλεζξ ζημ APC ηαζ ημ 

TP53, ιε απμηέθεζια ηδκ έηθναζδ «ιεζςιέκμο ιήημοξ» (truncated) ή ιδ 

θεζημονβζηήξ πνςηεΐκδξ ακηίζημζπα.  

Ζ ζεζνά αοηή ιεηαζπδιαηίζηδηε απυ ηα ιεηαθθαβιέκα μβημβμκίδζα KRAS
V12

 ηαζ 

HRAS
V12

. Ζ ζφβηνζζδ ηςκ πνςηεμιζηχκ πνμθίθ ηςκ δφμ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ζεζνχκ 

ζε ζπέζδ ιε ηα Caco2 έδεζλε αθθαβέξ ζηδκ έηθναζδ πενίπμο 200 πνςηεσκχκ πμο 

ζοιιεηέπμοκ ζε υθεξ ζπεδυκ ηζξ αζμθμβζηέξ δζενβαζίεξ πμο επζηεθεί έκα ηφηηανμ. 

Αθθαβέξ ζηδκ έηθναζδ ηςκ ακκελζκχκ, ηςκ πνςηεσκχκ εενιζημφ ζμη ηαζ ηςκ 

ηοηηανμζηεθεηζηχκ οπμζηνςιάηςκ ηςκ ηαζπαζχκ (υπςξ είκαζ δ gelsolin) ιπμνμφκ 

κα δζαδναιαηίζμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ νφειζζδ ηδξ απυπηςζδξ ηαζ ηδξ επζαίςζδξ 

ημο ηανηζκζημφ ηοηάνμο, εκχ αθθαβέξ ζηδκ έηθναζδ πνςηεσκχκ πμο νοειίγμοκ ημκ 

ηοηηανζηυ ηφηθμ, υπςξ μζ οπμιμκάδεξ ημο πνςηεαζχιαημξ ηαζ εκενβμπμζδηέξ ημο 

ζοιπθέβιαημξ ημο πνςηεαζχιαημξ, ιπμνμφκ κα ζοζπεηζζημφκ ιε ηδκ αολδιέκδ 

δοκαιζηή πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ RAS-ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ. Απυ ηδκ άθθδ 

πθεονά, δ ανκδηζηή νφειζζδ ηδξ villin 1, δ μπμία είκαζ παναηηδνζζηζηή πνςηεΐκδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ημο εκηενζημφ επζεδθίμο, είκαζ ιζα ζζπονή έκδεζλδ υηζ ηα Caco2 ηφηηανα, 

ιεηά ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ημοξ απυ ηα μβημβμκίδζα RAS, πάκμοκ ημκ επζεδθζαηυ ημοξ 

παναηηήνα. Δπζπθέμκ, εεηζηή νφειζζδ ηοηηανμζηεθεηζηχκ πνςηεσκχκ, υπςξ είκαζ δ 

fascin 1 ηαζ δ vimentin, αθθάγμοκ ημκ πμθοιενζζιυ ηςκ ζκζδίςκ ηδξ αηηίκδξ, ιε 

απμηέθεζια ηδκ εκίζποζδ ηδξ ηοηηανζηήξ ηίκδζδξ ηαζ ηςκ ιεηαζηαηζηχκ ζδζμηήηςκ 

ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ. Γεκζηυηενα, θαίκεηαζ υηζ αθθάγεζ δ νφειζζδ ζηδκ 

έηθναζδ πνςηεσκχκ πμο ειπθέημκηαζ ηονίςξ ζημ ιεηααμθζζιυ (βθοηυγδξ, θζπζδίςκ, 

αιζκμλέςκ ηθπ), ζηδ ιεηαθμνά αζμθμβζηχκ ιμνίςκ (πνςηεσκχκ, RNA ηθπ) ιεηαλφ 
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ηςκ οπμηοηηανζηχκ δζαιενζζιάηςκ αθθά ηαζ ιέζα ή έλς απυ ημ ηφηηανμ, ζηδ 

νφειζζδ ηδξ μλεζδμακαβςβζηήξ μιμζυζηαζδξ ηαζ ζηδ ιεηαβςβή ζήιαημξ.  

Ζ ηεθεοηαία αοηή ηαηδβμνία πνςηεσκχκ πζεακυκ κα έπεζ ζδζαίηενμ εκδζαθένμκ 

δίκμκηαξ πθδνμθμνίεξ βζα κέα ιμκμπάηζα πμο εκενβμπμζμφκηαζ απυ ηζξ ιεηαθθαβιέκεξ 

KRAS ηαζ HRAS, εηηυξ απυ ηα βκςζηά υπςξ ημ ιμκμπάηζ ηςκ MAPK ηαζ ηδξ PI3K, 

ηαζ παίγμοκ νυθμ ζηδ δζαδζηαζία ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ηδξ 

ηανηζκμβέκεζδξ. Γζα πανάδεζβια, ιζα απυ ηζξ πνςηεΐκεξ πμο νοειίγεηαζ εεηζηά ιε ηδκ 

έηθναζδ ηςκ μβημβμκζδίςκ ζηα Caco2 ηφηηανα είκαζ δ CRABP2 (cellular retinoic 

acid-binding protein 2). Ζ πνςηεΐκδ αοηή πνμζδέκεζ ημ νεηζκμσηυ μλφ ηαζ ημ 

ιεηαθένεζ απυ ημ ηοηηανυπθαζια ζημοξ οπμδμπείξ ημο ζημκ πονήκα, υπμο 

εκενβμπμζεί ιεηαβναθζηά πμθθά βμκίδζα. Ζ εεηζηή νφειζζδ ηδξ CRBP1 (cellular 

retinol-binding protein 1), ιζαξ πνςηεΐκδξ πμο απμεδηεφεζ ηδ νεηζκυθδ ζημ 

ηοηηανυπθαζια ηαζ ηδ δζαεέηεζ ζε έκγοια ιεηαηνμπήξ πμο ηδκ μλεζδχκμοκ ζε 

νεηζκαθδεΰδδ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζε νεηζκμσηυ μλφ (εηθόλα 1), εκζζπφεζ πενζζζυηενμ 

ηδκ ζδέα βζα ημ νυθμ ηδξ ζδιαημδυηδζδξ ημο νεηζκμσημφ μλέμξ ζηδκ ηανηζκμβέκεζδ 

Δικόνα 1: Σν ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ησλ ξεηηλνεηδψλ. Δμσγελήο ξεηηλφιε ή 

ξεηηλπιηθνί εζηέξεο εηζέξρνληαη ζην θχηηαξν θαη απνζεθεχνληαη παξακέλνληαο ζε κηα 

ηζνξξνπία ζπγθέληξσζεο. Όηαλ ππάξρεη ζρεηηθή αλάγθε, ε ηζνξξνπία κεηαηνπίδεηαη πξνο 

ζρεκαηηζκφ ξεηηλφιεο, ε νπνία πξνζδέλεηαη ζηελ CRBP1 (cellular retinol-binding 

protein 1) θαη δηαηίζεηαη πξνο νμείδσζε ζε ξεηηλντθφ νμχ. Ζ CRAPB2 (cellular retinoic 

acid-binding protein 2) κεηαθέξεη ην ξεηηλντθφ νμχ ζηνλ ππξήλα, φπνπ πξνζδέλεηαη 

ζηνπο ππνδνρείο ηνπ RAR θαη RXR, πνπ ελεξγνπνηνχλ κεηαγξαθηθά γνλίδηα αθνχ 

πξνζδεζνχλ ζηα RARE ζηνηρεία ηνπο. 
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ημο παπέμξ εκηένμο. Ο νυθμξ ημο νεηζκμσημφ μλέμξ είκαζ βκςζηυξ ζηδ δζαθμνμπμίδζδ 

ηςκ ειανοζηχκ αθαζηζηχκ ηοηηάνςκ [247] ηαζ άθθςκ δζαδζηαζζχκ, αθθά πνμξ ημ 

πανυκ δεκ έπεζ ζοζπεηζζηεί ιε ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ RAS ηαζ ημκ ΚΠΔ. 

Γζάθμνεξ πνςηεμιζηέξ ιεθέηεξ έπμοκ ηαηαδείλεζ πνςηεΐκεξ είηε ςξ εεναπεοηζημφξ 

ζηυπμοξ είηε ςξ δείηηεξ βζα ηδ δζάβκςζδ, ημκ πνμζδζμνζζιυ ημο ζηαδίμο ηαζ ηδκ 

πνυβκςζδ ηδξ κυζμο. Ζ πνςηεμιζηή ηεπκμθμβία έπεζ πνδζζιμπμζδεεί εονέςξ ζηδκ 

ένεοκα βζα ημκ ΚΠΔ [248]. Πεζναιαηζηά ιμκηέθα, υπςξ ηανηζκζηέξ ηοηηανζηέξ ζεζνέξ 

πμο ακηζπνμζςπεφμοκ δζαθμνεηζηά ζηάδζα ηδξ κυζμο ηαζ πεζναιαηυγςα πμο 

ακαπηφζζμοκ ηανηίκμ ιεηά απυ βεκεηζηυ πεζνζζιυ [249] ή έηεεζδ ζε πδιζηέξ μοζίεξ 

[250], έπμοκ απμηεθέζεζ πνχηδ φθδ βζα ηδκ εθανιμβή πνςηεμιζηχκ ηεπκμθμβζχκ. Σα 

ιμκηέθα αοηά έπμοκ πνδζζιμπμζδεεί εηηεηαιέκα βζα ηδ δζενεφκδζδ ηςκ ιμκμπαηζχκ 

ηανηζκμβέκεζδξ [251] ηαζ ηδ δζαθεφηακζδ ηςκ ιδπακζζιχκ ακεεηηζηυηδηαξ ζε 

θάνιαηα [252], [253], [254], [255]. Δπζπθέμκ, αζμθμβζηά δείβιαηα υπςξ αίια ηαζ 

μφνα αζεεκχκ ιε ΚΠΔ έπμοκ ακαθοεεί ιε πνςηεμιζηή ηεπκμθμβία ζηδκ ακαγήηδζδ 

δεζηηχκ βζα ηδ δζάβκςζδ ημο ΚΠΔ [256], [257], [258]. Ζ πνςηεμιζηή ακάθοζδ οβζμφξ 

vs ηανηζκζημφ ζζημφ απυ ημκ ίδζμ αζεεκή έπεζ δχζεζ πθδνμθμνίεξ βζα ζδιακηζηή 

ιεηααμθή ζηα επίπεδα έηθναζδξ πμθθχκ πνςηεσκχκ ηαηά ηδ δζάνηεζα ζπδιαηζζιμφ 

ημο υβημο [259]. 

οβηνζηζηή ακάθοζδ δζαθυνςκ πνςηεμιζηχκ ιεθεηχκ μδδβεί ζηδκ ακάδεζλδ 

πνςηεσκχκ, ημ πνμθίθ έηθναζδξ ηςκ μπμίςκ αθθάγεζ είηε ηαηά ηδ ιεηάααζδ απυ ηδ 

θοζζμθμβζηή ηαηάζηαζδ ζηδ κεμπθαζιαηζηή είηε απυ έκα ζηάδζμ ζε επυιεκμ. Οζ 

ιεθέηεξ αοηέξ αθμνμφκ είηε ηανηζκζηέξ ζεζνέξ ημο ΚΠΔ είηε γεφβδ δεζβιάηςκ 

αζεεκχκ (οβζήξ ηαζ ηανηζκζηυξ ζζηυξ). ημκ πίλαθα Π2 παναηίεεηαζ ιζα επζθμβή απυ 

αοηέξ ηζξ πνςηεΐκεξ ηαζ μ ηνυπμξ αθθαβήξ ηδξ έηθναζήξ ημοξ, ζοκδοάγμκηαξ ηζξ 

πνμακαθενεείζεξ πνςηεμιζηέξ ιεθέηεξ ιε ηδκ πανμφζα. Κάπμζεξ πνςηεΐκεξ, υπςξ δ 

14-3-3 γ/δ ηαζ δ annexin A1, θαίκεηαζ κα νοειίγμκηαζ εεηζηά ηυζμ ζε άθθεξ υζμ ηαζ 

ζε αοηή ηδ ιεθέηδ, βεβμκυξ πμο απμδίδεζ ζηζξ πνςηεΐκεξ αοηέξ έκακ βεκζηυηενμ νυθμ 

ζημκ ΚΠΔ. Ζ έηθναζδ ηδξ gelsolin ηαζ ηδξ vimentin απυ ηδκ άθθδ ιενζα, δείπκεζ 

ακακηζζημζπίεξ, ηάηζ πμο ιπμνεί κα οπμδεζηκφεζ υηζ ηα επίπεδα ηςκ πνςηεσκχκ αοηχκ 

ιεηααάθθμκηαζ ιεηαλφ ηςκ δζαθυνςκ ζηαδίςκ ηαζ πζεακυκ ηα αολδιέκα επίπεδα κα 

ζπεηίγμκηαζ άιεζα ιε ηδ ιεηαθθαβιέκδ ιμνθή ηδξ KRAS. Ζ ζοζπέηζζδ πνςηεσκχκ ιε 

ζοβηεηνζιέκμ ζηάδζμ ημο ΚΠΔ ή ιε ηδκ ειθάκζζδ ιεηάθθαλδξ ζε ηάπμζμ μβημβμκίδζμ 
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είκαζ πμθφ ζδιακηζηή βζα ημκ παναηηδνζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ αοηχκ ςξ δείηηεξ ηδξ 

κυζμο ή ηδ ζηυπεοζή ημοξ βζα ηδ εεναπεία ηδξ.  

 

Όλνκα πξωηεΐλεο 
SWISS 

PROT 

Αιιαγή έθθξαζεο 

ζε άιιεο 

πξωηενκηθέο 

κειέηεο 

Αιιαγή έθθξαζεο 

ζηελ παξνύζα 

κειέηε 

14-3-3 γ/δ P63104 UP [260], [261] UP (COMMON) 

Adenosylhomocysteinase P23526 UP [261], [262] DOWN (COMMON) 

Annexin A1 P04083 UP [261], [263] UP (COMMON) 

Annexin A3 P12429 UP [261], [262] DOWN (HRAS
V12

) 

Annexin A5 P08758 
UP [260], [261], 

[264], [265], [266] 
DOWN (KRAS

V12
) 

Calreticulin P27797 DOWN [264] DOWN (KRAS
V12

) 

Creatine kinase B-type P12277 DOWN [261], [267] DOWN (KRAS
V12

) 

GAPDH P04406 
UP [262], [268], 

[269], [270] 
DOWN (KRAS

V12
) 

Gelsolin P06396 DOWN [262], [270] UP (COMMON) 

Glutathione S-transferase P P09211 UP [261], [266] DOWN (COMMON) 

Heat shock protein beta-1 P04792 UP [266], [269] UP (COMMON) 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 

F 
P52597 

UP [260],  [267], 

[271] 
DOWN (HRAS

V12
) 

High mobility group protein B1 P09429 UP [272], [267] UP (HRAS
V12

) 

Inorganic pyrophosphatase Q15181 UP [260], [261] DOWN (HRAS
V12

) 

Lamin B1 P20700 
UP [265], [270], 

[271] 
UP (COMMON) 

Microtubule-associated protein RP/EB 

family member 1 
Q15691 UP [260], [261] DOWN (COMMON) 

Nicotinamide N-methyltransferase P40261 UP [260], [271] UP (COMMON) 

Nucleoside diphosphatase kinase A P15531 
UP [261], [262], 

[269] 
DOWN (HRAS

V12
) 

Retinal dehydrogenase 1 P00352 DOWN [261], [272] DOWN (KRAS
V12

) 

Rho GDP-dissociation inhibitor 1 P52565 UP [261], [266] UP (COMMON) 

Serpin B1 (Leukocyte elastase inhibitor) P30740 UP [260], [261] DOWN (COMMON) 

Transketolase  P29401 UP [271] DOWN (KRAS
V12

) 

Villin 1 P09327 DOWN [262], [271] DOWN (COMMON) 

Vimentin P08670 
DOWN [260], [261], 

[263], [264], [273] 
UP (COMMON) 

 

 

 

 

Πίνακας Π2: Πξσηεΐλεο ησλ νπνίσλ ε έθθξαζε παξαηεξήζεθε λα αιιάδεη ζε 

ηνπιάρηζηνλ κία πξσηενκηθή κειέηε ζρεηηθή κε ηνλ ΚΠΔ. ηε δεχηεξε ζηήιε 

αλαθέξεηαη ν αξηζκφο θαηαρψξηζήο ηνπο ζηε βάζε δεδνκέλσλ SWISS PROT. ηελ 

ηξίηε ζηήιε, αλαθέξεηαη ν ηξφπνο ξχζκηζήο ηνπο (UP: ζεηηθή ξχζκηζε, DOWN: 

αξλεηηθή ξχζκηζε) θαη παξαηίζεληαη νη κειέηεο πνπ ηηο ηαπηνπνίεζαλ, ελψ ζηελ ηέηαξηε 

ζηήιε, ν ηξφπνο ξχζκηζήο ηνπο απφ ηα νγθνγνλίδηα RAS ζηελ παξνχζα κειέηε. 
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Δπζπθέμκ, ιε ηδ πνήζδ ηςκ πνςηεμιζηχκ ηεπκμθμβζχκ έπμοκ βίκεζ εηηεηαιέκεξ 

ιεθέηεξ βζα ηδκ δζενεφκδζδ ημο νυθμο ηςκ μβημβμκζδίςκ RAS ζημ ιεηαζπδιαηζζιυ 

ηοηηάνςκ, υπςξ είκαζ μζ ειανοζημί ζκμαθάζηεξ πμκηζημφ (ΝΗΖ3Σ3) [274], [275], 

[276] ηαζ ηα επζεδθζαηά ηφηηανα κεθνμφ απυ ζηφθμ (MDCK) [277], [245]. 

Σαοηυπνμκα, δ ακάθοζδ ημο πνςηεμιζημφ πνμθίθ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ ηανηίκμο ημο 

παπέμξ εκηένμο  πμο θένμοκ ήδδ ιεηαθθάλεζξ ζημ KRAS
D13

, υπςξ δ DLD1 ηαζ δ 

HCT116, πνμζπάεδζακ κα δχζμοκ απακηήζεζξ βζα ημ νυθμ ηαζ ημοξ ιδπακζζιμφξ 

ηανηζκμβέκεζδξ πμο εκενβμπμζεί ημ μβημβμκίδζμ ηαεχξ ηαζ βζα ηζξ δζαθμνέξ ιεηαλφ 

ηςκ ιεθχκ ηδξ μζημβέκεζαξ RAS [278]. Σμ βεκεηζηυ οπυααενμ ηδξ εηάζημηε 

ηοηηανζηήξ ζεζνάξ πμο πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδ ιεθέηδ ηςκ μβημβμκζδίςκ μδδβεί ημ 

ιεηαζπδιαηζζιυ πνμξ δζαθμνεηζηή, ηάεε θμνά, ηαηεφεοκζδ. Αοηυ ζδιαίκεζ υηζ μζ 

αθθαβέξ πμο πνμηαθεί ημ μβημβμκίδζμ KRAS ζημ πνςηεμιζηυ πνμθίθ ιζαξ ηοηηανζηήξ 

ζεζνάξ δεκ είκαζ μζ ίδζεξ ζε ηάεε άθθδ ζεζνά ηαζ δ νφειζζδ ηςκ πνςηεσκχκ δεκ είκαζ 

πάκηα πανυιμζα. Γζα πανάδεζβια, ζημ ηοηηανζηυ ιμκηέθμ ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ, ηαζ 

ηα δφμ μβημβμκίδζα RAS πνμηαθμφκ εεηζηή νφειζζδ ηδξ vimentin, υηακ ηα 

μβημβμκίδζα αοηά υιςξ εηθναζημφκ ζε ειανοζημφξ ζκμαθάζηεξ πμκηζημφ δ έηθναζδ 

ηδξ vimentin δεκ επδνεάγεηαζ [274]. Σα δζαθμνεηζηά ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα πμο 

εκενβμπμζμφκηαζ απυ ηα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ RAS ζε ζοκδοαζιυ ιε ημκ δζαθμνεηζηυ 

εκημπζζιυ ημοξ ιέζα ζημ ηφηηανμ δζαηδνμφκ ακαπάκηδηα πμθθά ενςηήιαηα ζπεηζηά 

ιε ημ νυθμ ημοξ ζηδκ ηανηζκμβέκεζδ. 

Ζ παναηήνδζδ υηζ ηα δφμ μβημβμκίδζα νοειίγμοκ ιε ημκ ίδζμ ηνυπμ ηδκ έηθναζδ 

ημζκχκ πνςηεσκχκ έδςζε ηδκ ζδέα υηζ ιπμνεί ημ έκα μβημβμκίδζμ κα εκενβμπμζεί ή κα 

ζηαεενμπμζεί ημ πνμσυκ ημο άθθμο. οβηεηνζιέκα, δζαηοπχεδηε δ οπυεεζδ υηζ ημ 

KRAS
V12

 ιπμνεί κα θεζημονβεί, εκ ιένεζ, ιέζς ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ εκδμβεκμφξ 

αβνίμο ηφπμο HRAS ζηα ηφηηανα πμο έπεζ ιεηαζπδιαηίζεζ (Caco2-KRAS
V12

). Σα 

πνςηεσκζηά επίπεδα ηδξ HRAS, ηαεχξ ηαζ ηα επίπεδα ημο mRNA ηδξ, ανέεδηακ 

αολδιέκα ζηα Caco2-KRAS
V12

 ηφηηανα. Σα ορδθά πνςηεσκζηά επίπεδα 

ακηζζημζπμφζακ ηαζ ζε αολδιέκδ εκενβυηδηα GTPάζδξ ηδξ HRAS. ε πνυζθαηδ 

ιεθέηδ [237], έπεζ πνμηαεεί δ πζεακή ειπθμηή ηδξ HRAS ζηδ ζδιαημδυηδζδ ηδξ 

μβημβυκμο KRAS. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ανέεδηε υηζ δ εκδμβεκήξ HRAS ζε ηφηηανα 

πμο εηθνάγμοκ ηδκ μβημβυκμ KRAS (HCT116) ζοιαάθθεζ ζηδκ επζαίςζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ απυ ηδκ αηηζκμαμθία, πςνίξ κα έπεζ δμεεί ελήβδζδ βζα ηδκ άιεζδ ζπέζδ 

ιεηαλφ ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ HRAS ηαζ ηδξ πανμοζίαξ ηδξ μβημβυκμο KRAS. Σμ 
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ιέβεεμξ ηδξ ειπθμηήξ ηδξ εκδμβεκμφξ HRAS ζηζξ πνςηεμιζηέξ αθθαβέξ πμο 

παναηδνήεδηακ ζηα Caco2-KRAS
V12

 ηφηηανα απαζηεί πεναζηένς δζενεφκδζδ. Ζ 

βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ HRAS ζηα Caco2-KRAS
V12

 ηφηηανα μδήβδζε ζε ιείςζδ 

ηςκ επζπέδςκ ηςκ πνςηεσκχκ gelsolin, fascin 1 ηαζ vimentin, εκχ ηα επίπεδα ηδξ 

villin 1 δεκ αολήεδηακ. Τπάνπμοκ 35 αηυιδ πνςηεΐκεξ πμο νοειίγμκηαζ ιε ημζκυ 

ηνυπμ απυ ηα δφμ μβημβμκίδζα. Θα ήηακ πμθφ εκδζαθένμκ κα ελαηνζαςεεί πμζεξ απυ 

αοηέξ ηζξ αθθαβέξ ελανηχκηαζ απυ ηδκ HRAS ηαζ πμζεξ μθείθμκηαζ απθά ζηδκ 

εκενβμπμίδζδ ημζκχκ ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ απυ ηα δφμ μβημβμκίδζα. Πανυθεξ 

ηζξ δζαθμνέξ ημοξ, μζ RAS πνςηεΐκεξ είκαζ GTPάζεξ ιε πανυιμζα δμιή ηαζ 

αθθδθεπζδνμφκ ιε ημζκά ιυνζα-ηεθεζηέξ. Γεκ εα ήηακ θμζπυκ πανάλεκμ ακ πμθθέξ 

απυ ηζξ πνςηεμιζηέξ αθθαβέξ πμο πνμηαθμφκ είκαζ ίδζεξ. ηδκ πενίπηςζδ αοηή, δ 

ακαζημθή ημο ζδιαημδμηζημφ ιμκμπαηζμφ ηαζ ιυκμ αοηή είκαζ ζηακή κα επακαθένεζ 

ηα επίπεδα έηθναζδξ ηςκ πνςηεσκχκ πμο ιεηααάθθμκηαζ. ηδκ πανμφζα ιεθέηδ, δ 

πνήζδ ηςκ ακαζημθέςκ ημο ιμκμπαηζμφ ηςκ MAP ηζκαζχκ ηαηέδεζλε ημ νυθμ ημο 

ιμκμπαηζμφ ζηδ νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηςκ πνςηεσκχκ, ηαεμδζηά ηδξ εκενβμπμίδζδξ 

ηδξ HRAS. Σμ ιμκμπάηζ αοηυ έπεζ ιεθεηδεεί εηηεκχξ ηαζ έπεζ «εκμπμπμζδεεί» βζα 

πμθθέξ απυ ηζξ ζδζυηδηεξ ηςκ ηανηζκζηχκ ηοηηάνςκ, υπςξ δ αθθαβή ηδξ ιμνθμθμβίαξ, 

δ απμζημδυιδζδ ηδξ ελςηοηηάνζαξ μοζίαξ ηαζ μ έκημκμξ νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ 

[279]. 

Ζ εεηζηή νφειζζδ ηςκ ηοηηανμζηεθεηζηχκ πνςηεσκχκ gelsolin, fascin 1 ηαζ vimentin, 

μζ μπμίεξ εθέβπμοκ ημκ πμθοιενζζιυ ηδξ αηηίκδξ έηζζ χζηε κα αθθάγεζ δ ιμνθμθμβία 

ημο ηοηηάνμο ηαζ δ ηζκδηζηυηδηά ημο, μδήβδζε ζηδκ πεναζηένς δζενεφκδζδ ηςκ 

ιεηαζηαηζηχκ ζδζμηήηςκ ηςκ Caco2-KRAS
V12

 ηοηηάνςκ. Πνμηεζιέκμο ηα ηανηζκζηά 

ηφηηανα κα απμηηήζμοκ ιεηαζηαηζηή ηαζ δζεζζδοηζηή δοκαιζηή, πνέπεζ κα πάζμοκ 

ημκ επζεδθζαηυ ημοξ παναηηήνα ηαζ ζοκεπχξ κα δζαημπμφκ μζ επαθέξ ιεηαλφ ηςκ 

ηοηηάνςκ. Ο επζεδθζαηυξ παναηηήναξ θαίκεηαζ κα εηθείπεζ ιε ηδ ιείςζδ ηδξ 

έηθναζδξ ηδξ villin 1, παναηηδνζζηζηήξ πνςηεΐκδξ ηςκ εκηενζηχκ επζεδθζαηχκ 

ηοηηάνςκ. Σαοηυπνμκα, εθέβπεδηακ ηα επίπεδα ηδξ επζεδθζαηήξ ηακηενίκδξ (E-

cadherin), δ μπμία μιμδζιενίγεηαζ ηαζ θένκεζ ζε επαθή βεζημκζηά ηφηηανα εκχ είκαζ 

πνμζημθθδιέκδ ιε ηα ζκίδζα αηηίκδξ ημο ηοηηανμζηεθεημφ (εηθόλα 2) [4]. 
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Σα RAS-ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα πανμοζίαζακ πμθφ παιδθά επίπεδα επζεδθζαηήξ 

ηακηενίκδξ. Ζ ανκδηζηή νφειζζή ηδξ ζπεηίγεηαζ ιε εθάηηςζδ ηςκ δζαηοηηανζηχκ 

ζοκδέζεςκ, ιε απμηέθεζια αολδιέκδ ηοηηανζηή ηζκδηζηυηδηα ηαζ ιεηαζηαηζηέξ 

ζδζυηδηεξ [280]. Ακμζμθεμνζζιυξ ιε ιζηνμζημπία ζοκεζηζαηήξ απεζηυκζζδξ έδεζλε 

υπζ ιυκμ ιεζςιέκα επίπεδα επζεδθζαηήξ ηακηενίκδξ αθθά ηαζ απμοζία ηδξ απυ ηδκ 

ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ηαζ ηα ζδιεία επαθήξ ηςκ ηοηηάνςκ. Ζ βμκζδζαηή 

απμζζχπδζδ ηδξ HRAS μδήβδζε ζε αφλδζδ ηςκ πνςηεσκζηχκ επζπέδςκ ηαζ ιενζηή 

απμηαηάζηαζδ ημο εκημπζζιμφ ηδξ ζημ ηφηηανμ ηαζ ηζξ δζαηοηηανζηέξ επαθέξ. Ζ 

αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ, ςζηυζμ, δεκ απεηαηέζηδζε πθήνςξ ηδκ ηαηακμιή ηδξ. Σμ 

βεβμκυξ αοηυ ίζςξ δζηαζμθμβεί ηδκ φπανλδ εκυξ πμζμζημφ RAS-ιεηαζπδιαηζζιέκςκ 

ηοηηάνςκ πμο δζαηδνμφκ ηζξ ιεηαζηαηζηέξ ημοξ ζηακυηδηεξ, απμζημδμιμφκ ημ 

Matrigel ηαζ δζαπενκμφκ ημοξ πυνμοξ ηδξ ιειανάκδξ (in vitro δμηζιαζία ηοηηανζηήξ 

δζείζδοζδξ). Πανυθμ πμο ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ιέθεηδξ πνμηείκμοκ ηδ 

δοκαηυηδηα ηδξ HRAS κα νοειίγεζ ηζξ δζεζζδοηζηέξ ζηακυηδηεξ ηςκ Caco2-KRAS
V12

 

ηοηηάνςκ, είκαζ ακαιεκυιεκμ υηζ πεναζηένς αθθαβέξ, πμο έπμοκ ζοιαεί ηαηά ημκ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ζε αοηά ηα ηφηηανα, ιπμνμφκ κα επδνεάζμοκ ηζξ ιεηαζηαηζηέξ ημοξ 

ζδζυηδηεξ. Καη’ ακηζζημζπία, δ βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ HRAS ζηα Caco2-

HRAS
V12 

ηφηηανα δεκ είκαζ επανηήξ βζα κα ειπμδίζεζ μθμηθδνςηζηά ηδκ 

Δικόνα 2: ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο επηζειηαθήο θαληεξίλεο ζηηο δηαθπηηαξηθέο 

ζπλδέζεηο (adherens junctions). Φαίλεηαη ν νκνδηκεξηζκφο ηεο επηζειηαθήο θαληεξίλεο 

ζηηο θπηηαξηθέο κεκβξάλεο γεηηνληθψλ θπηηάξσλ [4]. 

AJ: δηαθπηηαξηθεο ζπλδέζεηο, CM: θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε, ED: εμσθπηηάξηα 

πεξηνρή, ID: ελδνθπηηάξηα πεξηνρή, AC: θπηηαξνζθειεηφο αθηίλεο, 1. β-θαηελίλε, 2. α-

θαηελίλε, 3. p120 
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ιεηακαζηεοηζηή ημοξ δοκαιζηή. Αοηυ ιπμνεί κα ελδβδεεί επίζδξ ιε ηδκ 

εκαπμιείκαζα εκενβυηδηα ηδξ ελςβεκμφξ ιεηαθθαβιέκδξ HRAS
V12

. Δπζπθέμκ, δ 

εκενβμπμίδζδ απυ ηδκ HRAS ζδιαημδμηζηχκ ιμκμπαηζχκ πμο επδνεάγμοκ ηδκ 

ηοηηανζηή ηζκδηζηυηδηα ιπμνεί κα ιδκ έπεζ ακαζηναθεί απμηεθεζιαηζηά βζα ημ 

πνμκζηυ δζάζηδια ημο πεζνάιαημξ. Πανυθα αοηά, δ ιεηαζηαηζηή δοκαιζηή ηυζμ ηςκ 

Caco2-KRAS
V12

 υζμ ηαζ ηςκ Caco2-HRAS
V12 

ηοηηάνςκ ιεζχεδηε ζηαηζζηζηά 

ζδιακηζηά ιεηά ηδ βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ HRAS, οπμδδθχκμκηαξ έκακ εκενβυ 

νυθμ ζε αοηή ηδ δζαδζηαζία. 

Ζ ζοβηνζηζηή ακάθοζδ ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηςκ Caco2 ηοηηάνςκ απυ ηα δφμ 

μβημβμκίδζα KRAS
V12

 ηαζ HRAS
V12

 εα ιπμνμφζε κα δχζεζ απακηήζεζξ ζημ ενχηδια 

βζαηί ζημκ ΚΠΔ απακηχκηαζ ηυζμ ζοπκά ιεηαθθάλεζξ ζημ KRAS ηαζ υπζ ζημ HRAS. 

Έπεζ πνμηαεεί υηζ μζ ζοκεπχξ εκενβέξ ζζμιμνθέξ ηςκ RAS ιπμνμφκ κα πνμάβμοκ ιε 

δζαθμνεηζηυ ηνυπμ ηα πνυδνμια ηφηηανα ημο εκδμδένιαημξ ηαζ υηζ δ ιεηαθθαβιέκδ 

KRAS ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζηδκ ακάπηολδ εκυξ ζοβηεηνζιέκμο πθδεοζιμφ 

αθαζηζηχκ ηοηηάνςκ ηαζ έηζζ κα ζοιαάθθεζ ζηδκ ηανηζκμβέκεζδ [281] . Σα 

απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ δείπκμοκ υηζ πνάβιαηζ δ HRAS ιπμνεί κα έπεζ 

πζμ εκενβυ νυθμ ζημκ ηοηηανζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ πμο επάβεζ ημ μβημβμκίδζμ 

KRAS
V12

. Σμ βεβμκυξ αοηυ επαθδεεφεηαζ απυ ηδ ιζηνή αθθά επακαθήρζιδ ιείςζδ ηδξ 

ιεηαζηαηζηήξ ζηακυηδηαξ ηςκ Caco2-KRAS
V12

 ηοηηάνςκ ιεηά ηδ βμκζδζαηή 

απμζζχπδζδ ηδξ HRAS.  

οιπεναζιαηζηά, ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ δείπκμοκ υηζ, πανυθμ πμο 

δεκ έπμοκ ακαθενεεί ιεηαθθάλεζξ ζημ μβημβμκίδζμ HRAS ζημκ ΚΠΔ, δ εκδμβεκήξ 

HRAS πνςηεΐκδ ιπμνεί κα δζαδναιαηίζεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ ηανηζκμβέκεζδ, ιε 

ημ κα εκζζπφεζ ιενζηέξ επζδνάζεζξ ημο ζοκεπχξ εκενβμφ, ιεηαθθαβιέκμο KRAS. Σμ 

2001 δδιμζζεφεδηε ιία ιεθέηδ, πμο ακέθοε ηα επίπεδα ηδξ HRAS ζε ζζημθμβζηά 

δείβιαηα αζεεκχκ ιε ΚΠΔ, πςνίξ κα ελεηάγεζ ακ ημ KRAS ήηακ ιεηαθθαβιέκμ, ηαζ 

ακέθενε άιεζδ ζοζπέηζζδ ιεηαλφ ηςκ αολδιέκςκ επζπέδςκ HRAS ηαζ ηδξ 

ιεηάζηαζδξ [282]. Αλίγεζ, επίζδξ, κα ζδιεζςεεί υηζ ημ 2000 μθμηθδνχεδηε δ θάζδ ΗΗ 

ηθζκζηχκ δμηζιχκ ημο θανιάημο ISIS 2503 ζε αζεεκείξ ιε ιεηαζηαηζηυ ΚΠΔ. Σμ 

ζοβηεηνζιέκμ θάνιαημ απμηεθείηαζ απυ μθζβμκμοηθεμηίδζα πμο ζημπεφμοκ ημ mRNA 

ηδξ HRAS ηαζ ειπμδίγμοκ ηδκ έηθναζή ηδξ. Πεναζηένς δζενεφκδζδ ηδξ ζοζπέηζζδξ 

ηδξ μβημβυκμο KRAS ηαζ ηδξ εκδμβεκμφξ HRAS ζε δείβιαηα αζεεκχκ εα αμδεήζεζ 



108                                              ΤΕΖΣΖΖ 

 

ζηδκ ηαηακυδζδ ηςκ ιδπακζζιχκ ηδξ ηανηζκμβέκεζδξ ημο παπέμξ εκηένμο ηαζ 

ηαη’επέηηαζδ ζημκ ζπεδζαζιυ κέςκ εεναπεοηζηχκ πνμζεββίζεςκ. 
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ΠΡΧΣΔΟΜΗΚΖ ΑΝΑΛΤΖ ΚΤΣΣΑΡΗΚΧΝ ΤΣΖΜΑΣΧΝ ΚΑΡΚΗΝΟΤ 

ΣΟΤ ΠΑΥΔΟ ΔΝΣΔΡΟΤ 

 

ΓΗΓΑΚΣΟΡΗΚΖ ΓΗΑΣΡΗΒΖ ΣΖ 

ΓΔΧΡΓΗΑ ΟΗΚΟΝΟΜΟΤ 

 

Οζ ιεηαθθάλεζξ ζηα βμκίδζα RAS είκαζ απυ ηζξ πζμ ζοπκέξ βεκεηζηέξ ιεηααμθέξ πμο 

παναηδνμφκηαζ ζηδκ ακάπηολδ ηαζ ηδκ πνυμδμ ημο ηανηίκμο. Δζδζηυηενα ζημκ 

ηανηίκμ ημο παπέμξ εκηένμο, ημ μβημβμκίδζμ KRAS ιεηαθθάζζεηαζ ζηα ανπζηά ζηάδζα 

ηδξ κυζμο ηαζ αθμφ έπμοκ πνμδβδεεί ιεηαθθάλεζξ ηαζ απεκενβμπμίδζδ 

μβημηαηαζηαθηζηχκ βμκζδίςκ, υπςξ ημ APC. Οζ RAS πνςηεΐκεξ ακήημοκ ζηδκ 

μζημβέκεζα ηςκ ιζηνχκ GTPαζχκ ηαζ εκαθθάζζμκηαζ ιεηαλφ ιζαξ ακεκενβήξ (πμο 

πνμζδέκεζ ημ GDP) ηαζ ιζαξ εκενβήξ (πμο πνμζδέκεζ ημ GTP) ιμνθήξ. Οζ 

ιεηαθθάλεζξ ημο βμκζδίμο μδδβμφκ ζοκήεςξ ζε πνςηεΐκδ πμο ανίζηεηαζ ζοκεπχξ ζηδκ 

εκενβή ιμνθή ηαζ εκενβμπμζεί ζδιαημδμηζηά ιμκμπάηζα πμο εθέβπμοκ ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ, ηδκ απυπηςζδ ηαζ άθθεξ ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ. 

ηδκ πανμφζα ιεθέηδ, ακαγδηήεδηακ μζ αθθαβέξ πμο πνμηαθμφκ ηα μβημβμκίδζα 

KRAS
V12

 ηαζ HRAS
V12 

ζημ πνςηεμιζηυ πνμθίθ ηδξ Caco2, ιζαξ ηοηηανζηήξ ζεζνάξ 

αδεκμηανηζκχιαημξ ημο παπέμξ εκηένμο πμο δεκ θένεζ ιεηαθθάλεζξ ζημοξ βεκεηζημφξ 

ηυπμοξ ηςκ RAS. Ζ έηθναζδ ηςκ δφμ μβημβμκζδίςκ μδήβδζε ζηδ δδιζμονβία δφμ 

κέςκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ, Caco2-KRAS
V12

 ηαζ Caco2-HRAS
V12

. Ζ ζφβηνζζδ ηςκ 

πνςηεμιζηχκ πνμθίθ ηςκ ηνζχκ ηοηηανζηχκ ζεζνχκ έβζκε ιε δθεηηνμθυνδζδ δφμ 

δζαζηάζεςκ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ηαοημπμζήεδηακ πενίπμο 200 δζαθμνζηά εηθναγυιεκεξ 

πνςηεΐκεξ ιε δζαδμπζηή θαζιαημιεηνία ιάγαξ. Οζ πενζζζυηενεξ απυ ηζξ πνςηεΐκεξ 

αοηέξ ήηακ ιμκαδζηέξ βζα ηάεε μβημβμκίδζμ. Τπήνλε υιςξ ηαζ ζδιακηζηυξ ανζειυξ 

πνςηεσκχκ νοειζγυιεκςκ ιε ημζκυ ηνυπμ απυ ηα δφμ μβημβμκίδζα. 

ηα Caco2-KRAS
V12

 ηφηηανα, δζαπζζηχεδηε υηζ μ ιεηαζπδιαηζζιυξ απυ ημ 

μβημβμκίδζμ KRAS
V12

 μδδβεί ζε αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηαζ ηδξ εκενβυηδηαξ ηδξ 

εκδμβεκμφξ HRAS πνςηεΐκδξ. Ζ βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ ηεθεοηαίαξ πνμηάθεζε 

ακαζηνμθή ηςκ πνςηεμιζηχκ αθθαβχκ πμο παναηδνήεδηακ ζηα Caco2-KRAS
V12

 

ηφηηανα. Ζ δζαπίζηςζδ αοηή εκζζπφεζ ηδκ οπυεεζδ υηζ δ ιεηαθθαβιέκδ ηαζ ζοκεπχξ 

εκενβή KRAS θεζημονβεί, ημοθάπζζημκ εκ ιένεζ, ιέζς ηδξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ 
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εκδμβεκμφξ HRAS. Με πνήζδ πδιζηχκ ακαζημθέςκ, δείπηδηε επζπθέμκ υηζ ημ 

ζδιαημδμηζηυ ιμκμπάηζ ηςκ MAP ηζκαζχκ παίγεζ ηαεμνζζηζηυ νυθμ ηαεμδζηά ηδξ 

ακςηένς δζαδζηαζίαξ. Σέθμξ, δείπηδηε υηζ δ βμκζδζαηή απμζζχπδζδ ηδξ HRAS ζηα 

Caco2-KRAS
V12

 ηφηηανα επακαθένεζ ηδκ έηθναζδ ηοηηανμζηεθεηζηχκ πνςηεσκχκ 

ηαζ ζοζπεηίγεηαζ ιε ημκ πενζμνζζιυ ηςκ ιεηαζηαηζηχκ ζδζμηήηςκ ηςκ ηοηηάνςκ 

αοηχκ. Σα απμηεθέζιαηα αοηά ακαδεζηκφμοκ ιζα πζεακή ζοκένβζα ηδξ μβημβυκμο 

ΚRAS ηαζ ηδξ εκδμβεκμφξ HRAS ζηδκ ηανηζκμβέκεζδ ημο παπέμξ εκηένμο. 
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PROTEOMIC ANALYSIS OF A COLORECTAL CANCER CELL MODEL 

 

DOCTORATE THESIS BY 

GEORGIA IKONOMOU 

 

Mutation of RAS genes is one of the most common genetic alterations contributing to 

cancer development. For colorectal cancer in particular, activating RAS mutations are 

very common and contribute in the progression of adenoma to carcinoma. KRAS is 

mutated at early stages, after mutations in tumor suppressor genes, such as APC, have 

occured. RAS proteins are members of the family of small GTPases and cycle 

between an inactive, GDP-bound and an active, GTP-bound conformation. Mutations 

of these genes generate constitutively active proteins that stimulate signaling 

pathways regulating diverse cellular processes, such as proliferation, apoptosis, 

motility, etc.  

In this study, we sought to identify changes in the proteome of the Caco2 colon 

adenocarcinoma cell line induced by the expression of two distinct RAS oncogenes, 

Kirsten- and Harvey-RAS, in their mutated, constitutively active forms (KRAS
V12

 and 

HRAS
V12

 respectively). Protein extracts from two pairs of samples, Caco2 vs Caco2-

KRAS
V12

 and Caco2 vs Caco2-HRAS
V12

 were subjected to two dimensional 

electrophoresis. Approximately 200 differentially expressed proteins were identified 

by LC-MS/MS. While many of them were unique to each expressed oncogene, there 

were also substantial similarities. Interestingly, transformation by mutant KRAS
V12

 

resulted in elevated expression levels and activity of endogenous, wild type HRAS. 

Silencing the latter with a specific siRNA reversed several proteomic changes 

observed in KRAS
V12

-transformed cells, suggesting that oncogenic KRAS partly 

exerts its effects through endogenous HRAS activation. The involvement of the 

MAPK pathway downstream of HRAS activation was confirmed with the use of 

specific pathway inhibitors. Finally, HRAS siRNA reversed the KRAS
V12

-induced 

changes in the expression of cytoskeletal and cell adhesion proteins and resulted in a 

reduction of the invasive potential of transformed cells. Our data reveal a novel 

interplay between KRAS and HRAS with interesting implications for colorectal 

carcinogenesis. 
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